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A b io l og ia  r ep r odu t i va  de  duas  espéc ies  de  ho lo t ú r ias  f o i  
es tudada  a t ravés  da  ava l ia ção  do  Índ ice  G onadossom át ico  e  
aná l i ses  h i s to l óg ic as  aos  t úbu los  das  g ónadas .  O  po t enc ia l  
b i o tecno lóg i co  f o i  r ea l i zado  pe la  ava l ia ção  da  c apac idade  
an t iox i dan te ,  an t im i c r ob iana  e  an t i t umor a l  de  ex t ra t os  o rgâ n ic os  e  
a  ava l i aç ão  do  pe r f i l  l i p íd ic o  f o i  e f e tuada  a t ravés  da  quan t i f i cação  
da  go rdura  t o ta l  e  pe r f i l  em ác idos  go r dos ,  pa r a  as  t rês  espéc ies .  
A  ava l iaç ão  do  Índ ic e  Gonadoss omát i co  (G I )  e  aná l i ses  
h i s to l óg ic as  reve la ram que  a  a l t u ra  de  f eve r e i ro  –  ab r i l  
c o r responde  ao  p i c o  de  matu r aç ão  da  gónada ,  pa ra  as  duas  
espéc ies ,  c om  GI  de  11 . 72%  e  14 . 73%  par a  f êmeas  e  machos  de  
Ho lo thu r i a  f o r s ka l i  e  13 .87% e  14 . 11%  para  f êmeas  e  machos  de  
Ho lo thu r i a  mammata .  
A espéc ie  Ho lo thu r i a  f o r s ka l i  ( f r ação  met anó l i ca )  ap r es en tou  
um a m a io r  a t i v i dade  an t i ox i dan te ,  com  0 . 168  ±  0 . 016  mg  d e  EAG 
g - 1  de  ex t r a to ,  uma  pe rc en tagem  de  r edução  do  rad ica l  DPPH de  
29 .33%  ±  0 . 002  (1  mg  m l - 1 )  e  81 . 0  ±  3 . 38  µmo l  de  equ i va len t es  de  
t ro l ox  g - 1  de  ex t r a to .  
Na  ava l i ação  da  c apac idade  an t im ic r ob iana ,  apenas  pa ra  
Staphy loc occ us  au reus  oc o r reu  a  reduç ão  do  c resc imen to ,  
p romov ido  po r  ex t r a tos  de  Ho lo thu r ia  f o r s ka l i  ( f r ação  
d i c lo r ometano)  (51 . 85%;  1  mg  m l - 1 ) .  A  ava l iaç ão  da  a t i v i dade  
an t i f úng ic a  pa r a  S.  c e rev is iae ,  r eve lou  q ue  St ic hopus  r ega l i s  
( f r ação  m etanó l i c a )  ap r es en t ou  um  ma io r  po t enc i a l  de  redução  do  
c r es c im en t o  ( 62 . 80%;  1  mg  m l - 1 ) .  P a ra  C.  a lb i cans ,  o  m a io r  
po tenc ia l  f o i  demons t r ado  po r  St ichopus  r ega l i s  e  Ho lo thu r i a  
f o r sk a l i  ( f r aç ões  met anó l i cas )  c om 86 .20%  e  85 . 32%  ( 1  mg  m l - 1 ) ,  
r espe t i vam ent e .  Os  va lo res  de  IC 5 0 ,  pa r a  C.  a lb i cans ,  f o ram  de  
475 . 4  µg  m l - 1  ( 271 . 0  –  834 . 0  μg  m l - 1 )  e  233 . 2  µg  m l - 1  (168 . 2  –  
323 . 4  µg  m l - 1 ) ,  r espe t i vament e .  
Na  reduç ão  da  v i ab i l i dade  e  p ro l i f e r aç ão  ce lu la r ,  pa r a  
Ho lo thu r i a  f o r sk a l i  ( f r ação  met anó l i ca )  na  l i nha  c e lu l a r  MCF -7 ,  
oco r r eu  uma  reduç ão  de  100%  (1  mg  m l - 1  -  mé t odo  de  MTT ) .  
Re la t i vam ent e  à  l i nha  ce lu l a r  HepG -2 ,  a  redução  da  v i ab i l i dade  e  
p ro l i f e raç ão  c e lu la r  f o i  de  91 . 30%  e  95 . 15% ( 1  mg  m l - 1 ;  e x t r a to  
met anó l i co  –  m é todo  de  MTT ) ,  r espe t i vament e .  Na  v i ab i l i dade  
c e lu l a r ,  o  I C 5 0  ( ex t ra t o  m etanó l i c o )  f o i  d e  238 .2  µg  m l
- 1  ( 182 .3  –  
311 . 4  µg  m l - 1 )  e  396 . 0  µg  m l - 1  ( 284 .7  –  550 .8  µg  m l - 1 ) ,  pa ra  MCF-7  
e  HepG-2 ,  r es pe t i vamente .  Na  p ro l i f e raç ão  c e lu la r ,  o  IC 5 0  f o i  de  
260 . 3  µg  m l - 1  ( 186 . 7  –  362 .9  µg  m l - 1 )  e  218 .7  µg  m l - 1  ( 149 .4  –  
320 . 0  µg  m l - 1 ,  mé t odo  de  MTT ) ,  pa ra  MCF- 7  e  HepG -2 ,  
r espe t i vam ent e .  
Fo i  ob t ida ,  pa r a  Ho lo thu r ia  f o r s ka l i ,  Ho lo thu r i a  mamm ata  e  
St i chopus  rega l i s ,  4 . 83%,  1%  e  3 . 36%  de  go rdura  t o ta l ,  
r espe t i vam ent e .  No  pe r f i l  em  ác idos  g o rdos ,  a  Ho lo t hu r ia  f o r sk a l i  
apresen tou  os  va lo res  m a is  e levados  em  C16 :0  (9 . 96%)  e  ARA 
( 20 .36%) .  A  Ho lo thu r ia  mamm ata  ap r esen tou  a  ma io r  quan t idade  
to t a l  em  PUFA e  a  espéc ie  St ic hopus  rega l i s  ap r es en t ou  a  ma io r  
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quan t idade  em  C18 : 0  ( 12 . 43%) ,  C18 :1  n - 7  ( 5 .13%) ,  EPA  ( 12 .49%)  
e  DHA (7 . 35%) .  
As  es péc ies  es t udadas  ap r esen tam  c a rac te r ís t i cas  q ue  nos  
l evam  a  s uger i r  o  seu  po tenc ia l  pa ra  c u l t i vo  e  podem as s im  se r  
t i das  c omo  novas  espéc ies  pa r a  a  aquac u l t u ra  em Por t uga l  e  
Eur opa .  A lém  d i sso ,  ap r esen tam  e levado  po t enc ia l  an t i ox i dan te ,  
an t im ic rob iano  e  c i t o t óx ic o ,  a lém  de  poss u i rem  ác idos  g o rdos  de  
r e l evânc ia  pa ra  a  s aúde  huma na ,  pe lo  que  se  ab r em j ane las  pa ra  
a  pu r i f i cação  e  i den t i f i cação  de  novas  mo léc u las  com po t enc ia l  
b i o tecno lóg i co  e  a l imen ta r  r e levan t e .  
 
 
 
 
Pa lav ras -c have :  Ho lo tú r ias ;  B io log ia  r ep r odu t i va ;  Po t enc ia l  
B io tecno lóg i co ;  Compos t os  b i oa t i vos ;  Per f i l  l i p íd i co .  
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The  r ep r oduc t i ve  b i o log y  o f  t wo  spec ies  o f  sea  cuc umbers  
was  s tud ied  by  eva lua t ing  t he  Gonadosomat i c  i ndex  and  
h i s to l og ic a l  ana l yzes  t o  t he  t ubu les  o f  t he  gonads .  The  
b io techno log ic a l  po t en t i a l  was  pe r fo rmed  by  eva lua t ion  o f  t he  
an t iox i dan t ,  an t im i c r ob ia l  and  an t i t um or  ac t i v i t i e s  o f  o rgan ic  
ex t rac t s  (me t hano l  and  d ic h lo r omet hane)  and  t he  l i p i d  p ro f i l e  was  
pe r f o rmed  by  measu r i ng  t he  t o t a l  f a t  and  f a t t y  ac i d  p r o f i l e ,  f o r  t he  
t h r ee  spec ies .  
The  eva lua t ion  o f  t he  Gonados omat i c  index  (G I )  and  
h i s to l og ic a l  ana l yzes  revea led  t ha t  t he  range  f rom Februar y  t o  
Apr i l  co r r es ponds  to  t he  peak  o f  g onad  matu ra t ion ,  f o r  bo th  
s pec ies ,  w i t h  G I  va lues  o f  11 . 72%  and  14 . 73%  f o r  f ema les  and  
ma les  o f  Ho lo t hu r ia  f o r s ka l i  and  13 .87%  and  11 .14%  fo r  f ema les  
and  m a les  o f  Ho lo thu r ia  m ammata .  
Ho lo thu r i a  f o r s ka l i ,  i n  t he  m ethano l i c  f r ac t ion ,  showed  the  
h ighes t  an t iox i dan t  ac t i v i t y ,  w i t h  0 .168  ±  0 . 016  mg  o f  EAG  g - 1  
e x t rac t ,  a  pe rc en t age  r educ t ion  o f  DPPH o f  29 .33%  ±  0 .002  (1  mg  
m l - 1 )  and  81 .0  ±  3 .38  µm o l  o f  t r o l ox  equ i va len t s  g - 1  e x t rac t .  
I n  eva lua t ing  t he  an t im ic r ob ia l  c apac i t y ,  on l y  St aphy lococ cus  
au reus  g r owt h  was  r educed  by  d i ch lo romet hane  ex t rac t s  o f  
Ho lo thu r i a  f o r sk a l i  ( 51 .85%;  1  mg  m l - 1 ) .  The  m ethano l i c  f r ac t ion  o f  
St i chopus  rega l i s  showed  t he  g rea t es t  an t i f unga l  po ten t ia l  aga ins t  
S.  ce r ev is i ae  g rowt h  ( r educ t ion  o f  62 .80%,  1  mg  m l - 1 ) .  Fo r  C.  
a l b ic ans ,  t he  pe r cen tage  o f  g rowth  reduc t ion  was  g rea te r  f o r  t he  
met hano l i c  f r ac t ion  o f  St ic hopus  r ega l i s  and  Ho lo t hu r i a  f o r sk a l i ,  
w i t h  va lues  o f  86 .20%  and  85 .32%  (1  mg  m l - 1 ) ,  r espec t i ve l y .  The  
I C 5 0  va l ues  f o r  C.  a l b ic ans  we re  475 .4  mg  m l
- 1  ( 271 .0  t o  834 .0  mg  
m l - 1 )  and  233 . 2  mg  m l - 1  ( 168 .2  t o  323 .4  mg  m l - 1 )  f o r  bo th  spec ies ,  
r espec t i ve l y .  
I n  t he  eva lua t ion  o f  ce l l  r educ t ion  v iab i l i t y  and  p ro l i f e ra t ion ,  
f o r  Ho lo t hu r i a  f o r s ka l i  (me t hano l i c  f r ac t ion )  in  ce l l  l i ne  MCF -7 ,  
t he re  was  a  r educ t ion  o f  100%  (1  mg  m l - 1  -  MTT  m ethod) .  
Regar d ing  c e l l  l i ne  HepG -2 ,  reduc t i on  o f  ce l l  v i ab i l i t y  and  
p ro l i f e ra t ion  was  91 .30%  and  95 . 15%  (1  mg  m l - 1 ;  me t hano l i c  
ex t rac t  -  MTT  m ethod) ,  r es pec t i ve l y .  On  ce l l  v iab i l i t y ,  t he  I C 5 0  
(me t hano l  ex t r ac t )  was  238 . 2  mg  m l - 1  ( 18 2 .3  -  311 . 4  mg m l - 1 )  and  
396 . 0  mg  m l - 1  ( 284 .7  -  550 . 8  mg  m l - 1 )  f o r  MCF-7  and  HepG - 2  c e l l s  
l i ne ,  r es pec t i ve l y .  I n  ce l l  p r o l i f e ra t i on ,  t he  I C 5 0  was  260 .3  mg  m l
- 1  
( 186 . 7  -  362 .9  mg  m l - 1 )  and  218 .7  mg  m l - 1  ( 149 . 4  -  320 .0  mg  m l - 1  
MTT  met hod) ,  f o r  MCF - 7  and  HepG -2  c e l l s  l i ne ,  res pec t i ve l y .  
The  t o ta l  f a t  f o r  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i ,  Ho lo thu r i a  mammata  and  
St i chopus  rega l i s ,  was  4 .83%,  1% and  3 .36%,  r espec t i ve l y .  
Regar d ing  t he  f a t t y  ac id  p r o f i l e ,  Holo t hu r i a  f o r sk a l i  showed  the  
h ighes t  va lues  in  C16 :0  (9 . 96%)  and  ARA ( 20 . 36%) .  Ho lo thu r ia  
mamm ata  had  the  h ighes t  t o t a l  amoun t  o f  PUFA and  St i chopus  
r ega l i s  showed  t he  h ighes t  am oun t  i n  C18 :0  (12 .43%) ,  C18 :1  n -7  
( 5 .13%) ,  EPA ( 12 . 49% )  and  DHA (7 . 35%) .  
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These  s pec ies  have  charac te r i s t i cs  t ha t  l ead  us  t o  s ugges t  t he  
po ten t ia l  f o r  c u l t i va t i on  and  c an  thus  be  r egarded  as  new s pec ies  
f o r  aquacu l t u re  in  Por t uga l  and  Eur ope .  A ls o ,  t hey  have  h igh  
po ten t ia l  an t iox i dan t ,  an t im i c rob ia l  and  c y to t ox ic  ac t i v i t i es ,  
bes ides  hav ing  f a t t y  ac i ds  o f  r e levanc e  f o r  hum an  hea l t h .  
Mo r eover ,  t hese  f in d ings  open  new w indows  f o r  t he  pu r i f i ca t ion  
and  i den t i f i ca t i on  o f  nove l  mo lec u les  w i t h  b io t ec hno log ica l  
po ten t ia l .  
 
 
 
 
Key  wo r ds :  Sea  c uc umbers ;  Repr oduc t i ve  B io l ogy ;  
B io techno log ic a l  Po t en t ia l ;  B ioac t i ve  c ompounds ;  Fa t t y  ac id  
p ro f i l e .
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Nas  ú l t imas  déc adas  tem - se  v i ndo  a  ass i s t i r  a  um  c r es cen te  
i n t e resse  ec onómico  e  de  exp lo r ação  das  popu lações  de  ho lo t ú r ias  
a  n íve l  mund ia l .  Es t e  in t e resse  es t á  ma io r i t a r iam en t e  cen t rado  em 
pa ís es  com o a  Ch ina ,  Japão ,  I ndonés ia ,  Aus t rá l ia ,  en t r e  ou t ros ,  
onde  as  ho lo t ú r ias  s ão  c onhec idas  e  cons um idas  com o bêche  –  de  
–  mer ,  t r epang  ou  ha is om.  Bêc he  –  d e  –  mer  é  o  nome  dado  às  
ho lo t ú r ias  que  fo ram  s u je i t as  a  um  p rocesso  con t ínuo  de  
c ozedura ,  l impeza ,  sec agem  e ,  e m a lg uns  c asos ,  su j e i t as  a  
f umag em  (Anders on  e t  a l . ,  2011 ;  S icu ro  e  Lev ine ,  2011 ;  Purc e l l  e t  
a l . ,  2012) .  
A  f ác i l  ob tenç ão  de  ho lo tú r ias  po r  pesc adores  l oca i s ,  que  os  
pes cam  à  mão ,  apne ia  ou  u t i l i zando  equ ipam ent os  s imp les ,  como 
um a  va ra  com  uma  j au la  na  ex t rem idade ,  bem  c omo  o  i n te r esse  
dec or ren te  das  g randes  met r ópo les  no  mer cado  das  expor tações ,  
t em  l evado  a  uma s evera  dep leç ão  dos  s toc ks  na tu r a is .  A l iado  a  
es te  f a to r ,  a  na tu r eza  s és s i l  das  ho lo tú r i as  e  a  f ac i l i dade  de  
p roduç ão  de  bêc he  –  d e  –  me r ,  ex i g indo  pouc a  ou  nenhuma 
tecno log ia  assoc iada ,  t em  s i do  apon tada  como  um dos  p r i nc ipa is  
r ecu r sos  de  subs i s tênc ia  das  pequenas  c omun idade s  r u ra is  
c os t e i ras  de  pa ís es  subd es envo l v i dos  na  reg ião  as iá t i ca .  T a l  t em 
acar r e tado  um  ganho  ec onómico  pa r a  es t as  popu lações ,  a t r avé s  
da  expor tação  das  ho lo t ú r ias  (na  f o rma  seca ,  f r esc a  ou  conge lada)  
ma io r i t a r iam en t e  pa ra  a  Ch ina  (ma is  c onc r e tam ent e  pa r a  o  po r t o  
de  Hong  Kong )  e  S ingapur a  (Be l l  e t  a l . ,  2008 ;  Oc h iewo  e t  a l . ,  
2010 ;  Anders on  e t  a l . ,  2011 ;  F r iedman e t  a l . ,  2011) .  
No  hemis f é r i o  Nor te  e  pa r t i c u la rm en te  na  Europa ,  a i nda  se  
enc on t r a  mu i to  pouco  desenvo l v i da  a  pesc a  de  ho lo t ú r ias ,  sendo  
apenas  domin ada  por  um  c on j un t o  pequeno  de  espéc ies  como:  
Cucumar ia  f r ondos a ,  S t i chopus  rega l i s ,  Ho lo thu r ia  m ammata ,  
Ho lo thu r i a  po l i i ,  Ho lo thu r ia  t ubu los a ,  Par as t i c hopus  ca l i f o r n icus ,  
en t re  ou t r as  ( S ic u ro  e  Lev ine ,  2011) .  
Todas  es tas  espéc ies  t êm  c omo  des t ino  o  m ercad o  as iá t i co ,  
s endo  expor tadas  na  s ua  f o rma  s ec a ,  c onge lada  ou  f resc a  e  t endo  
c omo  p r i nc ipa is  pa ís es  expor t adores  a  T urqu ia ,  F r ança  e  Espanha .  
O  t o ta l  de  ho lo tú r ias  expor t adas  pe la  Turqu ia  em  2007  f o i  de  
77 .238  t one ladas  (Vannucc in i ,  2004 ;  Ayd in ,  2008 ;  S i cu r o  e  Lev ine ,  
2011) .  
 
1 . 1  B io log ia  das  es péc ies  es t udadas  e  sua  d is t r i bu iç ão  geogr á f i ca  
 
As  ho lo tú r i as  s ão  uma  das  c inco  g randes  c lasses  de  
equ inoderm es .  Per tenc em  tam bém  a  es te  f i l o ,  as  es t re las -d o -mar  e  
ou r i ç os - do -mar .  Ex i s tem  c e rc a  de  1 . 500  espéc ies  de  ho lo t ú r ias  
d i s t r ibu ídas  em 6  o r dens  e  25  f am í l i as  ( Conand ,  1990) .  
Es tes  o rgan ism os  ap resen tam  em  méd ia ,  um  t amanho  t íp i co  
en t re  10  –  5 0  cm de  compr im en t o .  O  seu  co r po  ap res en t a  uma 
f o rma  apr ox imadamente  c i l índ r i ca  e  não  t êm  b r aç os  (que  são  
enc on t r ados  em  ou t r os  equ inoderm es  como  as  es t re las  -  do  –  
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mar ) .  O  esque le t o  é  reduz ido  a  es p ícu las  m ic ros cóp icas  ex i s t en tes  
na  pa r ede  do  co r po  e  t êm  pés  ambu lac rá r i os .  A  boca  é  an te r io r ,  
c e rc ada  po r  t en tácu los  re f rac t e i s ,  i n tes t ino  l ongo ,  ânus  pos t e r io r  e  
c l oaca ,  ap res en t ando  ó rgãos  r esp i ra t ó r ios  ( f i gu r a  1 )  (Conand ,  
1990 ;  Sa ldanha ,  1995) .  
 
Figura 1. Anatomia e forma geral do corpo de uma holotúria (Adaptado de 
www.asturnatura.com). 
 
As  ho lo tú r i as  podem  s er  enc on t r adas  em  todo  o  amb ien te  
mar i nho ,  des de  o  i n te r t ida l  e  águas  r asas ,  a t é  aos  f undos  
ab is sa is .  A  ma io r  d i ve r s i dade  de  espéc ies  oco r r e  no  Oc eano  
Índ ic o  e  Pac í f i co .  
A  r ep r oduç ão  pode  s e r  sexuada  ou  ass exuada ,  sendo  a  
ma io r ia  das  es péc ies  d ió i cas  ( sexos  s eparados )  mas  não  
ap resen tando  d imo r f i smo  s exua l .  As  l a r vas  ap res en tam  a  f o rma 
p lan t ón ic a  e  só  na  f ase  de  j uven i l ,  ao  oc or re r  a  metam or f i zação ,  é  
que  adqu i r em  háb i t os  ben t ón ic os  ( Conand ,  1993 ;  Ba t t ag lene ,  
1999) .   
As  es péc ies  ex is ten tes  na  c os t a  po r tuguesa  não  s ão  tão  
d i ve r s i f i cadas  como  as  ex i s ten tes  na s  reg iões  do  Pac í f i co  e  
Í nd ic o .  No  en t an t o ,  possuem  uma  g rande  abundânc ia  e  dens idade  
popu lac iona l .  
A  es péc ie  Ho lo t hu r i a  f o r ska l i  ap r es en t a  um a d is t r ibu i ção  
geog rá f i ca  t íp i ca  de  uma  es péc ie  A t l ân t i c a  -  Med i t e r rân ic a ,  
podendo  s e r  enc on t rada  em  t oda  a  cos ta  po r tuguesa  a té  às  i l has  
da  Made i ra ,  Aç ores  e  Deser t as .  É  pos s íve l  t ambém  s er  enc on t r ad a  
des de  a  Es ca nd ináv ia  e  i l has  B r i t ân i c as  a té  às  i l has  Canár i as  e  
Ma r r oc os  (Tuwo  e  Conand ,  1992 ) .  Re la t i vament e  à  espéc ie  
Ho lo thu r i a  mammata ,  es t a  pode  se r  enc on t r ada  em  t oda  a  reg ião  
do  Ma r  Med i t e r r âneo  e  t am bém  na  r eg ião  no rdes te  do  O ceano  
A t l ân t i co ,  es tando  a inda  p res en te  no  con jun t o  das  i l has  
Mac ar onés ias  (Açor es ,  Made i r a  e  Canár ias ) .  Am bas  as  espéc ies  
s upr ac i t adas  são  es péc ies  t íp i cas  da  zona  i n te r t ida l ,  sendo  a inda  
pos s íve l  encon t rá - l as  na  zona  sub t ida l  a t é  aos  50  met r os  de  
p ro f und idade .  Por  ú l t imo ,  a  es péc ie  St ic hopus  rega l i s  ap r es en ta  
um a  d is t r i bu iç ão  geog rá f i ca  s im i la r  à s  es péc ies  an te r i o rmen te  
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des c r i t as ,  sendo  a inda  pos s íve l  s e r  encon t rada  no  Go l f o  do  
Méx i c o  e  na  cos t a  no rdes t e  de  Cuba  e  I l has  V i rgens ,  s endo  no  
en tan to  uma  espéc ie  de  f undo ,  en t r e  os  1 0  e  os  80 0  met ros  
(Tabe la  I )  ( Paws on  e t  a l . ,  2009 ;  Rám on  e t  a l . ,  2010 ;  Bor re r o -
Pér ez ,  e t  a l . ,  2011) .  
 
Tabela I. Taxonomia de algumas espécies existentes na costa portuguesa (Adaptado de 
WorMs – World Register of Marine Species). 
 
Taxonomia 
 Holothuria forskali 
(Delle Chiaje, 1823) 
Holothuria 
mammata (Grube, 
1840) 
Stichopus regalis 
(Cuvier, 1817) 
Reino Animalia Animalia Animalia 
Filo Equinodermata Equinodermata Equinodermata 
Classe Holothuroidea Holothuroidea Holothuroidea 
Ordem Aspidochirotida Aspidochirotida Aspidochirotida 
Família Holothuriidae Holothuriidae Stichopodidae 
Género Holothuria Holothuria Stichopus 
Espécie Holothuria forskali 
(Delle Chiaje, 1823) 
Holothuria 
mammata (Grube, 
1840) 
Stichopus regalis 
(Cuvier, 1817) 
 
1 . 2  Aquac u l t u r a  de  ho lo t ú r ias :  es t ado  a t ua l  do  t ema  
 
A aquacu l t u ra  t em v i ndo  a  ap res en t a r - s e  c omo  um a i ndús t r ia  
r en táve l  com  v i s t a  à  p reser vaç ão  das  es péc ies .  O  s eu  ob je t i vo  
es tá  m a io r i t a r i amen te  cen t rado  no  c u l t i vo  de  es péc im es  pa ra  
r epovoamento  de  s tocks ,  t endo  j á  p r oduz id o  t one ladas  de  j uven is  
pa ra  repovoam ent o  de  l oca i s ,  onde  se  ve r i f i ca  uma  dep leção  das  
hab i t ua is  espéc ies  na t i vas ,  s endo  também  produz idas  um a  g rande  
quan t idade  de  ho lo t ú r ias  pa ra  o  m erc ado  de  expor tação  pa ra  f i ns  
a l im en t a res  ( Be l l  e t  a l . ,  2008) .  
O  cu l t i vo  de  ho lo tú r ias  em  s is t emas  de  aquacu l t u r a  s u rg iu  na  
Ch ina  em  1950 ,  c om a  p r oduç ão  de  j uven is  de  St i chopus  
j apon ic us ,  em  c u l t u ras  pen .  Es t as  con t inuam  a  se r  u t i l i zadas  em 
mu i t as  p rov ínc ias  e  c a r ac te r i zam -se  pe la  cu l t u ra  de  j uven is  e  
adu l t os  em  águas  mar i nhas  c a lm as  e  de  ba i xa  p r o f und idade ,  com 
es tacas  e  redes  a  de l im i t a r  o  espaç o .  Se  no  i n íc i o  o  cu l t i vo  su rg iu  
po r  f o rma  a  repovoar  os  s t ock s  des ta  espéc ie  de  a l t o  va lo r  
c omer c ia l ,  c om o  evo lu i r  da  t ec no log ia  assoc iada  à  aquacu l t u ra ,  
f o ram  in t r oduz idas  novas  esp éc ies  e  novos  s is tem as  de  c u l t i vo  
i ndoor  e  ou tdoor .  A tua lmen t e  são  j á  a lgumas  as  es péc ies  
c u l t i vadas  em  aquacu l t u ra ,  c omo  por  exem p lo ,  Ho lo t hu r i a  scabra ,  
Ho lo thu r i a  f usc og i l v a ,  en t re  ou t r as  de  e l evado  va lo r  económ ico  
( Ba t t ag lene ,  1999 ;  Chen ,  2004 ) .  
No  en tan to ,  ex i s tem a inda  lac unas  no  es tudo  da  r ep r oduç ão  
de  vá r ias  es péc ies .  A  es péc ie  Ho lo thu r i a  sc abr a  é  das  pouc as  c u ja  
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t e cno log ia  de  cu l t i vo  s e  enc on t r a  bem  es tudada ,  f undamentada  e  
ap l i c ada  ( Morgan ,  2000 ;  Ramof a f ia  e t  a l . ,  2003 ;  I vy  e t  a l . ,  2006) .  
O  es tudo  da  b io l og ia  rep rodu t i va  de  de t e rm inada  espéc ie  é  o  
p r im e i ro  passo  pa ra  q ue  s e ja  poss íve l  a  rea l i zaç ão  do  seu  c u l t i vo  
em  aquacu l t u ra .  A  r ep r oduç ão  é  r egu lada  po r  f a to r es  endógenos  
mas  é  a f e tada  po r  f a to r es  exógenos ,  c omo  por  exemp lo  a  
t em per a tu r a ,  s a l in idade ,  d ispon ib i l i dade  de  a l im en t o ,  f a to res  de  
s t r ess ,  c i c l os  lunar es ,  en t r e  ou t r os .  Ass im ,  ex i s tem d i f e renças  de  
s i nc r on i zaç ão  no  pe r íodo  em  que  as  g ónadas  es t ão  madur as  e  
p ron t as  pa ra  a  desova ,  en t re  es péc ies  de  zonas  t r op ic a is  e  
t em per adas ,  e  m esm o  e n t r e  de te rm inadas  reg iões  geog rá f i c as  à  
mesma  l a t i t ude  (Tuwo  e  Conand ,  1992 ;  Ba t t ag lene ,  1999 ;  
Ram of af ia  e t  a l . ,  2003 ;  Sh ie l l  e  U th ick e ,  2006) .   
O es t ado  de  mat u r ação  das  gónadas  é  ava l i ado  e  des c r i t o  
s egundo  c i nco  es tág ios  f undam ent a i s  de  desenvo l v imen to :  I  –  
i nde t e rm inado ,  I I  –  c res c imen t o ,  I I I  –  m aduro ,  IV  –  pa rc i a lmen t e  
des ovado  e  V  –  des ovado .  Es t es  es tág ios  s ão  ava l i ados  s egundo  o  
Í nd ic e  Gona doss omát i co  e  t endo  po r  base  vá r ios  c r i t é r ios  r e la t i vos  
aos  t úbu los  das  gónadas :  co r ,  c ompr imen to  dos  t úbu los ,  d i âmet ro  
dos  t úbu los ,  p r es ença  de  ram i f i c aç ões ,  mor f o log ia  e  h i s to l og ia .  A  
h i s to l og ia  pe rm i te  ava l i a r  o  es tado  de  oogénese  e  
espermat ogénese  e ,  a t ravés  de  m ic r o f o tog ra f ia ,  é  pos s íve l  
obs er va r  es ses  es tados  de  mat u raç ão  ( Ram of af ia  e t  a l . ,  2003) .  
As  gónadas ,  ap r esen tando  a  f o rma  de  t úbu los ,  c ons t i t uem  a  
p r im e i ra  l i nha  de  ava l i aç ão  do  es tado  de  m atu r aç ão .  Uma  gónada  
madur a  ap r esen ta  t úbu los  c om  um a g r ossur a  cons ide r áve l ,  não  
s endo  necess ar i amente  demas iado  l ongos  em  com pr imen to .  No  
en tan to ,  gónadas  maduras  são  s inón im as  de  t úbu los  com um 
d iâmet r o  cons ide r áve l  e  onde  é  pos s íve l  ve r  a  o lho  nu  os  oóc i t os  
( f êmeas)  ou  ve r  um  in t e r io r  opac o ,  c a rac te r ís t i co  d e  um  l úmen 
p reenc h ido  po r  es pe rmatozoa  ( espermat óc i t os  m aduros )  (machos ) .  
Pe lo  con t rá r io ,  t úbu los  f i nos  ou  demas iado  t rans lúc idos  e  c o res  
pá l idas ,  s ão  s i nón imo  de  gónadas  em  des envo l v imen to  ou  
des ovadas ,  es tando  a  c on f i rmação  des t es  es tados ,  dependen te  de  
aná l i ses  h is to l óg i cas  ( f i gu ra  2 )  (Tuwo e  Conand ,  1992) .  
 
Introdução 
7 
 
 
Figura 2. Anatomia dos ovários e testículos da espécie Holothuria forskali, com os respetivos 
estágios de desenvolvimento dos túbulos. T1: primeiros túbulos; T2: túbulos secundários; 
T3,T4: túbulos maduros, T5: túbulos desovados, GB: estrutura da gónada, DM: mesentério 
dorsal (Adaptado de Tuwo e Conand, 1992). 
 
1 . 3  Po t enc ia l  b io t ec no lóg ic o  de  ho lo tú r i as  
 
Os  o rgan i smos  ma r i nhos  e  as  ho lo t ú r ias  em  par t i cu la r  
r ep r esen tam  um  g r upo  de  exc e lênc ia  n a  ob tenç ão  de  c ompos tos  
b i oa t i vos .  As  ho lo tú r i as ,  dada  a  s ua  na tu r eza  séss i l  e  ausênc ia  de  
es t ru t u ras  que  l hes  c on f i r am a lgum  t ipo  de  p ro t eção ,  pos suem nos  
s eus  co r pos  mo les ,  mec an i smos  de  adap tação  às  c ond ições  
am b ien ta is  advers as  e  de  p r o teç ão  c on t ra  p r e dador es .  Ao 
hab i t a rem  o  i n te r t ida l ,  mu i t as  es péc ies  es t ão  f requen tem ente  
expos t as  a  s i t uações  de  s t ress ,  como  a  p ro longada  expos iç ão  à  
r ad iação  so la r ,  f a l t a  de  ox igén io ,  a l t e raç ões  de  sa l in i dade  e  pH.  
Ass im ,  es t es  o rgan i smos  desenvo l ve r am,  ob r iga to r i amente ,  
mecan ismos  de  adap t aç ão ,  que  lhes  con f e r i s sem  r es i s t ênc ia  a  
es tas  pe r tu r baç ões ,  nomeadamente  ao  n íve l  da  redução  do  s t ress  
o x i da t i vo ,  res u l t ado  da  l onga  expos ição  aos  UV  ( ra i os  
u l t r av i o l e tas ) ,  en te r ra r em -se  na  a re ia  e  ba i xa rem  o  seu  
met abo l i smo,  pa r a  r es is t i r  à  f a l t a  de  ox igén io  e  a l t e rações  de  
s a l in idade ,  res u l t an t es  de  c ic l os  de  mar é  (K i j j oa  e  Sawang won g ,  
2004 ;  Bor dbar  e t  a l . ,  2011) .  
A lém  das  p r ess ões  f ís i cas ,  es t es  o rgan ism os  m ar i nhos  
t am bém  es t ão  s u je i t os  a  p ressões  eco lóg i cas ,  com o  a  com pet i ç ão  
pe lo  es paç o  e  a  p r edação ,  le vando -os  a  desenvo l ve r  es t ra t ég ias  
que  l hes  pe rm i tam  s obr ev i ve r ,  t a i s  com o  p r oc e ss os  f í s i cos  
( en te r ra r em -se  no  subs t ra t o )  e  qu ím icos .  Es tes  p r oc ess os  
qu ím icos  cons is t em,  f undam ent a lm en t e ,  na  p r oduç ão  de  mo lécu las  
t óx i cas  pe lo  o rgan i smo,  que  s i r vam par a  a  sua  de f es a  f ac e  a  
po tenc ia i s  am eaç as ,  l esando  o  p redador .  Na  g rande  ma io r ia  das  
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e spéc ies ,  es t as  m o lécu las  t óx ic as  s ão  p r oduz idas  como 
met abo l i t os  s ec undár ios ,  não  es t ando  d i re t ament e  envo l v i das  nas  
a t i v i dades  v i t a i s  do  o rgan ism o,  c omo  a  r es p i r aç ão ,  d iges tão ,  
exc r eção ,  en t re  ou t r os  (Bordbar  e t  a l . ,  2011) .   
Nos  ú l t im os  anos ,  t em -s e  v i ndo  a  as s is t i r  a  uma  cons tan te  
p roc ura  de  novos  p rodu tos  na tu r a i s ,  c om i n te r ess e  em d i f e ren tes  
á reas ,  c omo  por  exemp lo  a  a l imen ta r ,  a  cosmét i c a  e  a  
f a rmac êu t i c a ,  ex is t indo  um  par t i c u la r  i n te r ess e  nos  o rgan i smos  
mar i nhos .  Es t e  i n te r es se  es t á  in t imam ent e  r e lac i onado  c om  os  
c ompos tos  secundá r i os  que  es t es  p roduzem.  Fo i  j á  demons t r ado  
que  es t as  mo léc u las  podem  pos su i r  d i f e ren tes  a t i v i dades  
b i o lóg icas ,  c omo an t ibac t e r iana ,  an t i f úng i ca ,  an t i ox i dan te ,  
an t i t um ora l ,  en t re  ou t ras  ( Duan  e t  a l . ,  2006 ;  Mayer  e  Gus ta f son ,  
2 008) .  As  ho lo t ú r ias  nes t e  c ampo  t êm desem penhado  um pape l  de  
des t aque ,  com  os  s eus  metabo l i t o s  s ecundár ios  a  se rem 
c on t i nuament e  es tudados  e  ap resen tando  um  g rande  po tenc ia l  nas  
a t i v i dades  ac im a  des c r i t as  ( Abr aham  e t  a l . ,  2002 ;  Zhang  e t  a l . ,  
2006 ;  A l t hun ib a t  e t  a l . ,  2009 ;  Van  Dyck  e t  a l . ,  2010 ;  Bor dbar  e t  
a l . ,  2011) .  
Os  g l i cos ídeos  t r i t e r pén ic os ,  t ambém  c onhec idos  po r  
s apon inas  ou  no  c as o  das  ho lo tú r ias ,  ho lo t u r inas ;  são  a  ma io r  
c l ass e  de  metabo l i t o s  s ec undár ios  p roduz idos  po r  es t es  
o rgan ism os .  Es t as  s apon i nas  es tão  repor t adas  na  l i t e ra tu r a  como 
s endo  poss u ido ras  de  um  l a rgo  espe t r o  de  e f e i t os  f a rmac o lóg icos ,  
c omo:  a t i v i dades  an t i  –  i n f lam ató r ias ,  an t i t umora i s ,  an t iox i dan tes ,  
an t im ic rob ianas ,  an t i v i r a i s ,  en t re  ou t r as  (Zhang  e t  a l . ,  2006 ;  Han  
e t  a l . ,  2007 ;  Van  Dyck  e t  a l . ,  2009 ;  Bor dbar  e t  a l . ,  2011 ;  Careaga  
e t  a l . ,  2011) .  A  sua  es t r u tu r a  qu ím ic a  é  do  t ipo  l anos te r o l ,  com 
um a  c ade ia  de  18  l ac tonas  e  uma  c ade ia  de  aç úc ar  l i g ada  ao  
c a rbono  3  do  ag l i cone  3  (Zhang  e t  a l . ,  2006 ;  Han  e t  a l . ,  2007 ;  Van  
Dyck  e t  a l . ,  2009) .  
Es tudos  an t e r io r es  reve la r am  que  não  s ó  as  s apon inas  são  
r esponsáve is  po r  vá r ias  a t i v i dades  j á  desc r i t as ,  m as  tam bém  os  
po l i ss ac ar ídeos ,  i s o lados  de  vá r ias  es péc ies  de  ho lo t ú r ias ,  
pos suem e f e i t os  an t iox i dan tes  e  an t i t umor a is .   
Com o j á  f o i  an te r i o rmen te  r e f e r ido ,  a  ma io r  pa r t e  das  
espéc ies  de  ho lo tú r i as  es t ão  su j e i t as  a  c i c l os  de  m ar é ,  f i cando  
expos t as  à  rad iação  so la r  du ran te  l ongos  pe r íodos  de  tempo.  
Ass im ,  e  i s t o  é  pa r t i cu la rm en t e  ve r dade  pa r a  as  es péc ies  
t rop ic a is ,  onde  a  rad iação  UV  é  ma is  i n tens a ,  não  é  de  es t r anhar  
que  m u i tas  es péc ies  t enham adqu i r ido  f o rmas  de  s e  p r o teger  do  
s t r ess  o x i da t i vo .   
O  in t e res se  nas  ho lo t ú r ias  com o f on te  de  com pos tos  
b i oa t i vos  não  c onhece  ba r r e i ras ,  sendo  inúmeras  as  
po tenc ia l i dades  des t es  o rgan ism os  ( t abe la  I I ) .  No  en tan to ,  há  que  
r e f e r i r  que  a t ua lmen te  o  us o  das  mo léc u las  iden t i f i c adas  c omo 
r esponsáve is  po r  de te rm inada  a t i v i dade ,  a inda  s e  encon t ra  nas  
f ases  de  sc reen ing  ( es tudo / iden t i f i c ação)  e  ens a ios  p ré  –  c l ín i c os .  
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Recen t emente ,  c ien t i s t as  j aponeses  pa ten tea ram os  seus  
r esu l t ados  c i en t í f i c os ,  r e la t i vos  ao  uso  de  su l f a to  de  c ondro i t i na  
ex t ra ído  de  ho lo tú r i as ,  que  p rovou  te r  res u l t ados  enc ora jador es  no  
t ra t amento  de  doen t es  c om HIV  ( v í rus  da  imunode f i c iênc ia  
humana)  ( Chen  e t  a l . ,  2010) .  
 
Tabela II. Interesse farmacêutico e medicinal de compostos bioativos extraídos de holotúrias 
(adaptado de Bordbar et al., 2011). 
 
Espécies Compostos bioativos Atividades farmacológicas/medicinais 
Holotúria scabra Glicosídeos triterpénicos  
Holothuria 
leucospilota 
Oligoglicosídeos triterpénicos Anticancerígeno 
Cucumaria frondosa Glicolípidos   
Stichopus variegatus   
Theleonota ananas Sulfato de condroitina 
fucosilada 
Anticoagulante 
Actinopyga echinites Glicosídeos triterpénicos  
Actinopyga miliari Saponinas esteróides  
Holothuria atra Glicosídeos triterpénicos 
sulfatados 
Antimicrobiano, Antibacteriano e 
antifúngico 
Holothuria scabra Peptídeos bioativos  
Holothuria polii   
Cucumaria frondosa   
Psolus patagonicus   
Cucumaria frondosa Fenóis e flavonóides Antioxidante 
Stichopus japonicus Peptídeos colagénios  
Holothuria scabra Proteínas hidrosiladas  
Holothuria forskali Saponinas  Antitumoral 
Cucumaria japonica Glicoproteínas  
Holothuria nobilis Polissacarídeos sulfatados Regeneração de feridas 
Holothuria tubulosa Ácidos gordos polinsaturados  
Holothuria mammata   
Holothuria polii   
 
1 . 4  Ho lo tú r ias ,  um  novo  r ec u rs o  a l imen ta r  de  a l t o  v a lo r  
nu t r i c i ona l  
 
O  uso  de  ho lo t ú r ias  como  rec urs o  a l imen ta r ,  desde  há  mu i t as  
déc adas  que  s e  enc on t r a  im p lementado ,  em  pa ís es  como  a  Ch ina ,  
J apão ,  I ndonés ia ,  S ingapura ,  F i l i p ina s ,  Aus t rá l ia ,  en t re  ou t r os .  
Es ta s ,  c om o  j á  f o i  r e f e r ido ,  s ão  conhec ida s  po r  bêche  –  d e  –  m er  
(W en e t  a l . ,  2010 ;  Anders on  e t  a l . ,  2011 ;  S i cu r o  e  Lev ine ,  2011) .  
O  in t e res se  a l im en ta r  su rg iu  p r im e i ramente  dev ido  à  sua  f ác i l  
ob tenç ão  pe las  com un idades  l oc a is  p i sc a tó r ias .  Sendo ,  se  f o r  
Introdução 
10 
 
v i s to  à  l u z  d e  déc adas  pas sadas ,  um  r ec urs o  com  uma  g rande  
abundânc ia  ( Anders on  e t  a l . ,  2011) .  
A l i ado  ao  in t e ress e  a l imen t a r  reconhec ido ,  es t á  o  f a to r  
p reponder an t e  pe l a  qua l  são  c onsum idos .  As  ho lo t ú r ias ,  s ob  o  
pon t o  de  v i s t a  nu t r i c i ona l ,  s ão  i dea is  pa ra  s e rem  i n t roduz idas  nas  
d i e tas  a l imen ta r es ,  po is  são  r i c as  em  p ro t e ínas  e  ba i xas  em 
gorduras ,  poss u indo  um  e levado  t eo r  em  ác idos  go r dos  ess enc ia is  
c omo  EPA (ác ido  e i cos apen t aenó i co ) ,  DHA (doc os ahexaenó ic o )  e  
ARA (ác ido  a r aqu idón i co )  (Zhong  e t  a l . ,  2007 ;  Ayd in  e t  a l . ,  2011 ;  
Yahyav i  e t  a l . ,  2012 ) .  
As  p r op r iedades  nu t r i c iona is  das  ho lo tú r i as  es tão  
i n t im ament e  re l ac i onadas  com  o  s eu  in t e ress e  a  n íve l  da  
med ic ina .  A  sua  u t i l i zação  na  cu r a  de  f e r i das  i n te r nas  e  ex te rnas ,  
a t r avés  da  r egeneração  dos  t ec idos  com o por  exem p lo  resu l t an tes  
de  uma  cesar i ana ,  es t ão  pa r t i cu la rmen te  assoc iados  à  p resença  
de  a l t os  n íve i s  de  EPA e  g l i cosam inog l i canos  ( c ade ias  l i nea r es  de  
po l i ss ac ar ídeos ,  c ons t i t u ídos  po r  subun idades  repe t idas  de  
d i ss acar ídeos ) .  Têm  c omo  ca r ac te r ís t i c a  impor t an t e  a  s ua  ca rga  
nega t i va ,  que  f az  c om  que  re t enham s ód io ,  que  po r  sua  vez  va i  
l e va r  a  uma  me lho r  re t enç ão  de  água ) ,  que  ap res en tam 
p rop r i edades  j á  repor tadas  na  c u ra  de  f e r idas  (L i u  e t  a l . ,  2010 ;  
Ayd in  e t  a l . ,  2011) .  
Os  ác idos  go rdos  essenc ia i s  com o  os  EPA  (ác ido  
e i cosapen t aenó i co ) ,  DHA  (ác ido  doc os a hexaenó ic o )  e  ARA (ác ido  
a raqu idón i co )  não  s e  encon t ram  na t u ra lm en t e  s in t e t i zados  no  
c o rpo  humano ,  pe lo  que  têm  de  s e r  s up lementados  pe la  v ia  
nu t r i c i ona l .  Es tes  es tão  p resen tes  em e levadas  c oncen t rações  em 
o rgan ism os  f i t op lan tón ic os  c omo  as  m ic r oa lgas .  Ao  se rem 
f i l t r ador es  a t i vos ,  as  ho lo tú r i as  a l imen tam - se  de  vá r ias  es péc ies  
de  m ic r oa lgas .  
São  es cas sos  os  es tudos  cen t rado s  na  com pos i ção  
nu t r i c i ona l  das  ho lo tú r i as ,  a  n íve l  g l oba l .  No  en t an t o ,  a lguns  
au to r es  t êm v indo  a  ded ic a r - se  a  es ta  t em át i ca .   
Em Po r tuga l ,  o  cons umo  de  ho lo t ú r ias  é  inex is t en t e .  No  
en tan to ,  em  Espanha ,  ma i s  p r ec is amente  na  reg ião  da  Ca t a lunha ,  
a  es péc ie  St ichopus  rega l i s  ( pep ino  rea l )  é  c ons ide r ada  uma 
ig uar i a  gourm et  e  c ons t i t u i  um  dos  p r odu t os  m ar inho s  ma i s  ca ros  
do  m erc ado ,  a t i ng indo  p r eç os  da  o r dem  dos  130  eu r os  k g - 1 .  O  seu  
i n t e resse  e  a l t o  va lo r  com erc ia l  es tão  assoc iados  ao  f a c to  do  
músc u lo  s e r  c ons ide rado  uma  iguar i a  e  de  não  se r  uma  espéc ie  de  
f ác i l  ac ess o  ( hab i t a  p ro f und idades  des d e  10  a  8 00  met ros )  
( Paws on  e t  a l . ,  2009 ;  Ramón e t  a l . ,  2010) .  
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2 . 1  Ob je t i vo  ge r a l  
 
A aquac u l t u ra  t em  v i ndo  a  ap res en t a r - s e  c omo  a  i ndús t r ia  de  
exc e lênc ia  pa ra  a  p r eser vação  das  espéc ies .  As  t ecno log ias  de  
c u l t i vo  t êm  s ido  m e lho radas ,  no  s en t i do  da  o t im i zação  da  
p roduç ão .  No  en tan to ,  pa ra  que  es t a  indús t r ia  con t i nue  a  se r  
r en táve l ,  es t udos  s obr e  a  b i o log ia  rep rodu t i va  de  vá r ias  es péc ies  
t e r ão  de  se r  r ea l i zados .  
As  ho lo tú r i as  poss uem  a inda  po t enc ia l i dades  r ec onhec idas  
no  c ampo  da  b i o tecno log ia ,  ao  s i n te t i za r em  inúmeros  c ompos tos  
s ec undár ios  c om impor tan tes  a t i v i dades  f unc iona is .  Es t es  
c ompos t os  t êm  v i ndo  a  s e r  es tudados  t endo  em  v i s ta  a  
imp lement aç ão  de  novas  t e rap ias  e  des envo l v im en t o  de  novos  
f á rmac os .  
A  n íve l  a l im en t a r ,  s ão  am p lamente  c onsum idas  na  reg ião  
as iá t i c a  onde  são  cons ide radas  um a  iguar ia ,  e  c u jo  va lo r  
nu t r i c i ona l  é  de  exc e lênc ia  p a r a  a  saúde  humana ,  dado  os  seus  
a l t os  n íve i s  em ác idos  go r dos  es senc ia i s  com o EPA,  DHA e  ARA.  
Nes te  c on t ex to ,  t i vemos  com o ob j e t i vo  g e ra l  ap ro f unda r  os  
c onhec im en t os  da  b i o l og ia  rep rodu t i va  de  duas  das  es péc ies  de  
ho lo t ú r ias  com  ma io r  d is t r ibu ição  na  nos s a  c os ta .  A lém  do  ob je t i vo  
a n te r i o r  t ambém nos  p ropusemos  ava l i a r  o  po tenc ia l  
b i o tecno lóg i co  e  o  pe r f i l  l i p íd ic o  das  t rês  espéc ies ,  Ho lo t hu r ia  
f o r sk a l i ,  Holo thu r ia  mamm ata  e  St ic hopus  r ega l i s .  
Des ta  f o rma,  os  ob je t i vos  des te  t r aba lho  c ons i s tem em:  
 
a )  Es tudar  a  b i o log ia  rep rodu t i va  de  duas  espéc ies  de  g rande  
d i s t r ibu i ção  e  abundânc ia  na  c os t a  po r t uguesa  e  
espec i f i c amente  em  Pen i che ,  Ho lo thu r i a  f o r ska l i  e  Ho lo thu r ia  
mamm ata ;  
 
b )  Ava l i a r  o  po t enc ia l  b io t ec no lóg ico  de  t rês  es péc ies  
ex i s ten tes  na  cos ta  de  Pen i c he ,  Ho lo t hu r i a  f o r s ka l i ,  
Ho lo thu r i a  mamm ata  e  St ic hopus  rega l i s ,  r e la t i vamente  às  
s uas  a t i v i dades  an t i ox i dan te ,  an t im ic rob iana  e  c i t o t óx ic a ;  
 
c )  Ava l i a r  o  pe r f i l  l i p íd i co  das  t r ês  es péc ies  s upr ac i t adas .  
 
 
2 . 2  Ob je t i vos  es pec í f i c os  
 
Este  t raba lho  as sum e  ass im  duas  ve r ten t es  d is t i n tas ,  mas  
que  es t ão  in t e r l i gadas ,  na  aqu is i ç ão  de  novos  conhec im en tos  
s obr e  um a dada  espéc ie .  
 
Na  ve r t en t e  da  aquac u l t u r a ,  p r e tende -se  es t udar  a  b i o l og ia  
r ep r odu t i va  das  duas  espéc ies  desc r i t as  no  pon to  a ) ,  a t r avés  
de :  
  Ava l i aç ão  do  Índ ice  G onadoss omát ico ;   
  I den t i f i c aç ão  do  es tado  de  matu ração  dos  t úbu lo s  das  
gónadas ;  
  Aná l i ses  h is t o lóg i cas .   
 
Na  ve r ten t e  da  b i o t ec no log ia ,  ap rove i t ando  as  ho lo tú r i as  
c ap t u radas  pa r a  as  aná l i ses  h is to l óg i c as  e  a t ravés  da  c ap t u ra  
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d e  St ichopus  r ega l i s  po r  pesc adores  l oca is ,  p re t ende - se  ex t ra i r  
c ompos tos  b ioa t i vos ,  com  r ec urs o  a  s o l ven tes  o rgân i c os  de  
d i f e ren tes  po la r i dades  (m etano l  e  d ic l o rom etano) .  Es tes  
ex t ra t os  s e rão  u t i l i zados  pos t e r io rm en t e  pa ra :  
 
a )  Ava l i aç ão  do  po tenc ia l  an t i ox i dan t e ,  po r  t r ês  m étodos :  
 
  Quan t i f i c aç ão  To t a l  de  Po l i f enó is  (QTP) ,  pe lo  m étodo  de  
Fo l in  –  C ioc a l t eu ;  
  Ava l i aç ão  da  c apac idade  de  redução  do  Rad ic a l  DPPH;  
  Ava l i aç ão  da  c apac idade  de  cap taçã o  do  rad ica l  pe r óx i l o  
( ROO°) ,  pe lo  m ét odo  ORAC.  
 
b )  Ava l i aç ão  da  c apac idade  an t im i c rob iana :  
 
  Ava l i aç ão  da  capac idade  an t i bac te r i ana  a t ravés  da  
ava l i ação  do  c resc im en to  de  bac t é r i as  gr am+  e  gram -  
r e f e rênc ia  na  p r esenç a  e  ausên c ia  de  ex t ra t os ;  
  
  Ava l i aç ão  da  c apac idade  an t i f úng ic a  c on t ra  
Sac charomy ces  ce rev i s i ae  e  Cand ida  a l b icans ,  na  
p res ença  e  aus ênc ia  de  ex t r a tos ;  
 
  Rea l i zação  de  ensa ios  de  dos e - respos t a  (dependênc ia  de  
c oncen t raç ão) ,  nas  f rações  que  ex ib i rem  ma io r  po tenc ia l ,  
pa ra  de te rm inaç ão  da  c o ncen t raç ão  capaz  de  reduz i r  50% 
( I C 5 0 )  na  reduç ão  do  c resc imen to  dos  m ic r o rgan ism os .  
 
 
c )  Ava l i aç ão  da  c apac idade  c i t o t óx ic a :  
 
  Rea l i zação  de  es t udos  de  v iab i l i dade  c e lu la r  e  de  
p ro l i f e raç ão  ce lu la r  em  c é lu las  HepG -2  ( ca r c inoma 
hepa toce lu l a r  de  f ígado  humano)  e  MCF- 7  ( ca r c inoma  da  
mam a) ,  pe lo  m étodo  de  f luo resc ênc ia  ( des es t e r i f i cação  da  
c a lc e ína  –  AM)  e  pe lo  m étodo  es pe t r o f o tomét r i c o  ( redução  
do  MTT) ;  
 
  Rea l i zação  de  ensa ios  de  dos e - respos t a  (dependênc ia  de  
c oncen t raç ão)  pa ra  de t e rm inação  do  IC 5 0 ,  nas  f raç ões  que  
ex ib i r em  ma io r es  e f e i t os  na  r edução  da  v i ab i l i dade  e  
p ro l i f e raç ão  c e lu l a r  das  l i nhas  t um ora i s  em es t udo .  
 
d )  Ava l i aç ão  do  pe r f i l  l i p íd i co :  
 
  Quan t i f i c aç ão  da  go rdu ra  t o ta l  e  pe r f i l  em  ác idos  go r dos  
pe los  mét odos  de  B l ig h  e  Dyer  ( 1959)  e  Lepage  e  Roy 
( 1986) ,  r espe t i vamente .  
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3 . 1  Amos t r agem b io lóg ica  e  de te rm inação  do  Índ ice  
Gonadossom át ico  (G I )  
 
O  per íodo  exper imen ta l  dec or reu  de  29  de  se t embr o  de  2012  
a  29  de  j unho  de  2013 ,  t endo  s ido  ob t idos  um  to ta l  de  137  
i nd i v íduos  da  es péc ie  Ho lo thu r i a  f o r sk a l i  e  73  i nd iv íduos  da  
espéc ie  Ho lo thu r ia  mammat a .  As  amos t ragens  rea l i za ram - se  duas  
vezes  po r  mês  ( à  exc eção  do  mês  de  dezembr o  e  març o  em  que  
apenas  f o i  pos s íve l  uma  ún i ca  rec o lha  de  o rgan ism os ,  dev ido  às  
c ond ições  m eteor o lóg ic as  adversas  ve r i f i cadas  na  zona ,  s endo  de  
r e f e r i r  que  a  es péc ie  Ho lo t hu r ia  m ammat a  apenas  começou  a  se r  
r eco lh ida  em novem bro ,  um a vez  que  p r im e i ramente  o  es t udo  
c en t r ou - se  apenas  na  espéc ie  Ho lo thu r i a  f o r ska l i ) ,  ma is  
p rec i samente  no  in íc i o  e  n o  f ina l  de  cada  m ês ,  10  a  15  ind i v íduos  
d e  Ho lo t hu r i a  f o r ska l i  e  10  a  15  ind i v íduos  de  Ho lo t hu r i a  mammata  
f o ram  r ec o lh idos  a l ea to r i amente  na  reg ião  i n te r t ida l  ( zona  “en t re  
mar és ” ) .   
 
 As  ho lo tú r i as  f o ram r ec o lh idas  na  p r a ia  do  Quebr ado  e  do  
Por t inho  da  Ar e ia  Nor t e ,  Pen ic he  (Po r tuga l )  e  f o ram dev idamente  
acond ic i onadas  em  rec ip ien tes  de  p l ás t i c o ,  com  água  sa lgada  e  
t rans por t adas  v i vas  pa ra  o  Labora t ó r i o  de  Aquacu l t u ra  da  Es co la  
Super io r  de  Tur i smo  e  Tec no log ia  do  Ma r  de  Pen ic he .  Aqu i ,  f o ram 
e f e tuadas  pesagen s  ind i v idua i s ,  pes ando - se  i n i c ia lmen te  o  
i nd i v íduo  i n t e i ro ,  de  segu ida  f o i  pes ado  o  i nd i v íduo  ev i sc e rado  
( r emoç ão  de  todo  o  seu  con teúdo  in te rno  desde  á r vo res  
r esp i r a tó r i as ,  i n t es t ino ,  es tôm ago ,  e t c . )  e  pos t e r io rm en te ,  o  peso  
to t a l  da  g ónada  (quando  p r es en t e ) ,  t endo  s ido  c a lc u lado  o  Í nd ice  
Gonadossom át ico  (G I ) ,  exp r ess o  em  perc en t agem  do  pes o  húmido  
da  gónada  pe lo  pes o  húmido  ev is ce r ado  do  ind i v íduo  ( equaç ão  1 ) :  
 
    
  
 
         ( Equaç ão  1 )  
Em que :   
-  Pg :  pes o  da  gónada  (g ramas) ;  
-  P :  peso  húm ido  ev i s ce r ado  do  ind i v íduo  (g ram as) .  
 
As  gónadas  quando  p resen tes  f o ram f o tog ra f adas .   
Nos  ind i v íduos  com p resenç a  de  gónada  f o ram  e f e tuadas  as  
s egu in t es  med ições  e  ano t aç ões :  
1 )  Compr imen to  dos  t úbu los ;  
 2 )  P r esenç a  de  ram i f i cações ;  
 3 )  D iâmet ro  dos  t úbu los .  
  
Es tas  med i ções  f o ram  rea l i zadas  reco r r endo  a  uma Lupa  
b inocu la r  (Lupa  B inoc u la r  Ze is s ,  S t em i  Dv4 ,  Len tes  Car l  Ze iss ) .  
 As  gónadas  f o ram pos te r io rmen t e  reco lh idas  e  f i xadas  em 
f o rmo l  t amponado  a  10%,  du r an t e  24  ho ras ,  a té  se r em s u je i t as  a  
des id ra t ação  e  i nc lu ídas  em par a f ina .  
 
 Fo ram  u t i l i zados  10  i nd i v íduos  da  espéc ie  Ho lo thu r ia  f o r s ka l i  
e  10  ind i v íduos  da  es péc ie  Ho lo t hu r ia  mamm ata  pa ra  as  aná l i s es  
b i o tecno lóg i cas .  Es t as  f o ram emba ladas  e  conge ladas  a  -8 0 0 C 
(The rmo,  E lec t r on  Cor por a t ion )  a té  pos te r i o r  u t i l i zação .  
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 Fo i  t ambém r ea l i zado  um con ta c t o  com pesc ado res  loca i s  na  
Docapes ca  de  Pen i che ,  t endo  es t es  c ap t u rado  10  ind i v íduos  da  
espéc ie  St ic hopus  r ega l i s ,  que  f o ram c onge lados  a  - 80 0 C,  depo is  
de  e f e tuadas  as  respe t i vas  pesagens  e  r emoç ão  de  todo  o  seu  
c on t eúdo  i n te r no  (ev i sc e ração) .  
 
 
3 . 2  Aná l i ses  h is t o lóg ic as  
 
Após  o  pe r íodo  de  24  ho r as  em  f o rmo l  t amponado  a  10%,  as  
gónadas  f o ram d is sec adas  e ,  dev idam ent e  i den t i f i cadas ,  f o ram 
c o locadas  no  p r oc ess ador  de  t ec idos  (Le ic a ,  TP1020) ,  sendo  
s u je i t as  a  um p ro g rama  de  des id ra tação  de  tec i dos ,  u t i l i zando  
d i f e ren tes  conc en t r ações  de  á l coo i s  ( Anexo  I ) .  F indo  o  pe r íodo  
dec or ren te  da  des id ra t ação ,  as  amos t ras  f o ram  inc l u ídas  em  
para f i na  ( Le ic a  EG 1120 ,  58  –  62 0 C) .  
Os  co r tes  h i s to lóg ic os  f o ram  e f e tuados  a  8µm  no  m ic r ó tomo 
( Sak ura  Acc u  –  c u t  SRM 200)  t endo  s ido  ob t ido s  5  c o r tes  
h i s to l óg ic os  pa r a  c ada  gónada .  Es tas  p repar aç ões  f o ram  c o radas  
c om  Hemot ox i l i na  –  Eos ina  ( Anexo  I I )  e  obser vadas  ao  
m ic r osc óp io  ó t i c o  ( Axos ta r  P lus ,  l en tes  Car l  Ze iss )  pa ra  m ed iç ão  
dos  oóc i t os  e  pa ra  ve r i f i c ação  da  p res ença  de  es permat óc i t os .  
Fo ram  r eg is t adas  med i ções  de  5  oóc i t os  de  cada  um a  das  5  
l âm inas  de  c ada  i nd i v íduo ,  s endo  es tas  f o tog ra f adas  ( câm ara  
f o tog rá f i c a  Canon  Power sho t  G5) .  
 Es tes  reg i s tos  f o ram  e f e tuados  no  sen t i do  de ,  à  s eme lhan ç a  
do  que  f o i  r ea l i zado  pa r a  os  t úbu los  das  gónadas ,  de f in i r  5  
es tág ios  de  gam etogénese :  rec uperação ,  c res c imen t o ,  m aduro ,  
pa rc i a lmen t e  desovado  e  desovado ,  de  ac ordo  com  a  t écn i ca  
r ea l i zada  po r  ou t ros  au to r es  ( Sewe l l  e  Bergqu is t  1990 ;  Tuwo  e  
Conand  1992 ;  Ramof a f ia  e t  a l .  2000) .  
 Fo i  t ambém r ea l i zado  um con tac t o  com o  I ns t i t u t o  Por tuguês  
do  Ma r  e  da  A tmos f e ra  ( IPMA)  no  sen t i do  da  f acu l t ação  de  dados  
s obr e  a  ag i t aç ão  mar í t im a  e  a  t empera t u ra  super f i c ia l  da  água  
( Anexo  I I I ) ,  obs ervados  no  pe r íodo  exper imen ta l  decor r ido .  Es te  
ped ido  f o i  gen t i lmen te  ac ed ido  pe lo  r e f e r ido  I ns t i t u to ,  t endo  s ido  
ob t idos  os  dados  com  a lgumas  l acunas  re su l t an tes  de  pe r íodos  de  
não  med iç ão  dev ido  a  m anu tenção  das  bó ias .  Os  dados  r e f e ren tes  
à  ag i t aç ão  m ar í t ima  f o r am  rec o lh i dos  em  Pen ic he .  No  en t an t o ,  os  
dados  r e f e ren tes  à  t em per a tu r a  super f i c i a l  da  água  do  mar  f o ram 
r eco lh idos  na  es taç ão  m a i s  p r óx ima  que  é  a  es taç ão  da  Nazar é .   
 
 
3 . 3  Prepar ação  dos  ex t r a tos  
 
Na  p repar ação  dos  ex t r a tos  de  ho lo t ú r ias ,  a lém  das  duas  
espéc ies  u t i l i zadas  nas  aná l i ses  h is to l óg ic as ,  f o i  ad ic i onada  ma is  
um a,  St ic hopus  r ega l i s .  Os  ex t ra t os  de  ho lo tú r ias  f o ram 
p reparados  de  acor do  c om  o  mét odo  adap tado  po r  Mayac h iew e  
s eus  co labo radores  ( 2008) .  As  ho lo tú r ias ,  p rev iamente  conge ladas  
a  - 80 0 C,  f o ram l i o f i l i zadas  (L i o f i l i zador  de  banc ada  Sc anvac  
Coo lSa f e )  du ran te  2  d ias  a  -60  0 C.  Segu idam ent e  f o ram t r i t u r adas  
( s eparadam ent e ) .  A  es ta  b i omas sa  seca  f o i  ad i c ionado  200  m l  de  
met ano l  num  gobe lé  (um  para  c ada  espéc ie )  (> 99%,  F is her  
Sc ien t i f i c ,  UK)  que  f o i  de i xado  em  ag i t ação  ov ern igh t ,  p r o teg ido  
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da  luz .  Pos t e r io rmen te  es t as  so luções  f o ra m  f i l t r adas  e  
evapor adas  num  r o tavapor  (Labora ta  4000  He ido lph )  a  40 0 C,  
ob tendo -s e  ass im  as  f raç ões  met anó l i c as  pa r a  c ada  espéc ie .  
Rea l i zou -s e  o  mesmo  p roc ed im en t o  pa ra  o  s o l ven te  d ic lo romet ano  
( 99 .8%;  F i sher  Sc ien t i f i c ,  UK) ,  pa r a  s e r em  ob t idas  as  f rações  
d i c lo r ometano  de  cada  es péc ie .   
As  f raç ões  f o ram  en tão  so lub i l i zadas  em  DMSO 
( D imet i l su l f óx ido )  (99 . 9%,  S igma,  S te inhe im ,  Germ any)  e  man t i das  
a  - 20 0 C a té  pos t e r io r  u t i l i zação .  
 
 
3 . 4  Ava l i ação  da  capac idade  an t i ox i dan te  
 
3 . 4 .1  Q uan t i f i caç ão  To t a l  de  Po l i f enó i s  
 
Os  com pos t os  f enó l i c os  ou  po l i f enó is  s ão  an t iox i dan tes  com 
um  e levado  po tenc ia l  j á  r epor tado  po r  vá r ios  au t o res  e  que  es tão  
p res en t es  em  a l imen tos  como  legum es ,  f r u tas ,  ó leo  de  pe i xe ,  
v i nho ,  p lan t as ,  a lgas ,  en t r e  ou t r os  (S te r n  e t  a l . ,  1996 ;  Mam e lona  
e t  a l . ,  2007 ;  Ono f re j ová  e t  a l . ,  2010) .  A  impor t ânc ia  de  um a  d ie ta  
à  base  de  an t i ox idan tes  p r ende - se  com  os  seus  bene f íc i os  pa r a  a  
s aúde ,  ao  reduz i r  o  r i s co  de  doenças  c r ón ic as  e  degener a t i vas  
r e l ac i onadas  com a  ox idação  de  b iom o léc u las  v i t a i s  ( DNA,  
p ro te ínas ,  l íp i dos ,  e t c . ) ,  com o  por  exem p lo  A l zhe imer ,  c anc ro ,  
doenç as  ca r d iovas cu la res ,  a te r os c le ros e ,  en t re  ou t ras .  A  sua  
p ro teção  con t ra  o  s t r ess  o x ida t i vo  in te r no  é  c on f e r ida  a t r avés  de  
vá r ios  p roc es sos ,  com o a  r egeneração  i n  s i t u  de  m o lécu las  
an t iox i dan tes  ( v i t am inas  e  enz im as)  ou  d i r e ta  neu t ra l i zaç ão  de  
c ompos tos  ox ida t i vos  ( Mam e lona  e t  a l . ,  2007) .  
 
 A  Q uan t idade  To ta l  de  Po l i f enó is  (QTP)  f o i  ava l i ada  a t ravés  
do  m étodo  de  Fo l i n  –  C ioca l t eu ,  adap tado  a  pa r t i r  do  t raba lho  
r ea l i zado  po r  Yu  e  seus  co labor ado res  (2002) .  Num m ic r o tubo  
ad ic i onou -s e  790  µ l  de  água  des t i l ada ,  10  µ l  de  amos t r a  e  50  µ l  de  
r eagen t e  de  Fo l in  –  C ioc a l t e u  (F l uk a  B iochem ik a ,  S igma,  
Swi t ze r land) .  Após  2  m inu tos  ad ic ionou - se  150  µ l  de  c a r bona to  
s ód io ,  Na 2 CO 3  a  20%  (p / v )  ( Me rck ,  Darm s tad t ,  Germ any) .  
Pos t e r io rm en t e ,  a  r eaç ão  f o i  i ncubada  à  t empera t u ra  amb ien t e ,  no  
esc uro  du ran te  1  ho ra .  F indo  es t e  pe r íodo ,  p r oc edeu -s e  à  med ição  
das  absor vânc ias  a  um  c ompr imen to  de  onda  de  755  nm,  num 
espe t ro f o tóm et ro  de  absorç ão  mo lecu la r  ( He ʎ ios  α ,  Thermo  
E l ec t r on  Cor po ra t ion ) .  
De  m odo  a  ex t rapo la r  os  r es u l t ados  u t i l i zou -s e  o  ác ido  gá l i co  
( S igma,  S te inhe im ,  G ermany)  c omo  padrão ,  sendo  r ea l i zada  uma 
c u r va  de  c a l ib r ação  c om d i f e ren t es  conc en t r aç ões  ( 0 .01 ;  0 . 03 ;  0 .1  
e  0 . 3  mg  m l - 1 ) .  A  quan t idade  to t a l  de  po l i f enó is  f o i  exp res sa  em 
m i l i g ram as  de  equ i va len tes  de  ác ido  g á l i co  po r  g ram a de  ex t r a to  
( EAG  g - 1  e x t r a to )  e  t odas  as  amos t ras  f o ram  ana l i s adas  em 
t r ip l i c ados .  
 
3 . 4 .2  Av a l iaç ão  da  c apac idade  de  redução  do  rad ica l  DPPH  
 
A  c apac idade  de  redução  do  rad ic a l  DPPH ( S igma,  
S te inhe im ,  G ermany)  pe las  am os t r as  em  es tudo  f o i  ava l i ada  a  
pa r t i r  do  mét odo  repor t ado  po r  Duan  e  s eus  co laborador es  ( 2006) .  
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Com eçou -s e  po r  p repara r  uma  s o lução  de  DPPH 0 . 1  m M em 
e t ano l .  De  s egu ida ,  num  m ic ro t ubo ,  jun tou -s e  10  µ l  de  am os t r a  a  
990  µ l  da  so luç ão  de  DPPH,  t endo -se  vo r t exado .  I ncubou -se  
du ran te  30  m inu t os  no  es cur o  à  t empera t u ra  amb ien te  e  med iu -se  
a  abs or vânc ia  num  es pe t r o f o tómet ro  de  abs orç ão  m o lec u la r  
( He ʎ i os  α,  Thermo E lec t ron  Cor por a t i on ) ,  a  um  c ompr imen to  de  
onda  de  517  nm.  T odas  as  amos t r as  f o ram  ana l i s adas  em 
t r ip l i c ados .  A  capac idade  de  redução  do  r ad i ca l  DPPH f o i  
c a lc u lada  a t r avés  da  s egu in t e  equação  ( Equaç ão  2 ) :  
  
           
                      
            
          ( Equaç ão  2 )  
Onde :  
 
-  Abs c o n t r o l o :  abs or vânc ia  de  DPPH;  
-  Abs a m o s t r a :  absor vânc ia  de  990  µ l  de  DPPH +  10  µ l  de  ex t r a to ;  
-  Abs b r a n c o :  abs or vânc ia  de  990  µ l  de  e tano l  +  10  µ l  de  ex t ra t o .  
 
 
3 . 4 .3  Ava l i aç ão  da  capac idade  de  c ap t ação  do  rad i ca l  
pe róx i lo  ( ROO°)  -  Mé t odo  ORAC.  
 
  A c apac idade  de  c ap t aç ão  do  r ad ica l  pe róx i l o  ( ROO°)  t em 
s i do  re f e r i da  c omo  " Capac idade  de  abs orç ão  de  rad ic a is  de  
ox ig én io "  ( mé todo  ORAC)  ( Cao  e t  a l . ,  1993) .  O  método  O RAC 
c ons is te  na  m on i t o r i zaç ão  da  ox idaç ão  de  uma  s onda  f luo rescen te  
pe lo  r ad ic a l  pe r óx i l o  ( ROO° ) ,  t r aduz ida  pe la  d im inu i ção  da  
i n t ens idade  da  s ua  f l uo r esc ênc ia .  A  in i b i ç ão  dessa  ox idação ,  po r  
um a  s ubs t ânc ia  an t iox i dan te  é ,  no  mét odo  ORAC,  uma  med ida  da  
c apac idade  an t iox idan t e  des sa  s ubs tânc ia  pe ran te  o  r ad ic a l .  A  
pa r t i c u la r idade  do  mét odo  O RA C é  que  a  reaç ão  en t re  a  s onda  e  o  
r ad ic a l  é  l e vada  a té  ao  f im ,  ou  s e ja  a t é  à  com p le t a  in i b i ç ão  da  
f luo rescênc ia ,  sendo  a  quan t i f i cação  da  i n ib i ç ão  c onsegu ida  pe lo  
c á lc u lo  d a  á rea  aba i xo  da  cu r va  (AUC)  da  rea ç ão .  Es t e  cá l cu lo  
pe rm i te  c omb inar  o  t empo e  o  g rau  de  in ib i ção  dos  rad i ca is  pe lo  
an t iox i dan te  ( Huang  e t  a l . ,  2002) .  
A  f l uo r es ce ína  é  uma  m o léc u la  f l uo res cen te  que  t em  v indo  a  
s e r  u t i l i zada  nes te  t i po  de  met odo log ias .  A  s ua  f l uo res cênc ia  
d im inu i  após  ox idaç ão  po r  espéc ies  rea t i vas ,  nomeadamente  pe lo  
r ad ic a l  pe róx i l o  ( ROO°)  ( Huang  e t  a l . ,  2002) .  Em  gera l ,  o  rad ica l  
pe róx i l o  ( ROO °)  é  um  f o r te  agen te  ox idan t e .  Es te  rad i c a l  t e m  a  
c apac idade  de  remover  H °  de  ou t ras  mo léc u las ,  c ons t i t u i ndo  uma 
r eaç ão  impor tan te  na  pe r ox idaç ão  l i p íd i ca  ( Menéndez,  2001 ;  
Sp i t e l l e r ,  2003)  
Es te  t es te  f o i  r ea l i zado  a  pa r t i r  do  mét odo  desc r i t o  po r  
Dáva los  e  s eus  co labor adores  (2004) .  Numa  p lac a  de  96  poços ,  
c o locou -se  20  µ l  de  cada  am os t ra  e  ad ic i onou - se  120  µ l  de  
f l uo resce ína  p rev iam ent e  d i lu ída  em tampão  f os f a to  a  75nM.  Fo i  
r ea l i zada  um a  le i t u ra  du r an t e  15  m inu tos  a  37  0 C num  le i t o r  de  
espe t ro f l uo r ime t r i a  ( Synerg y  H1  Hybr id  Reader ,  B io tek )  e ,  após  
ess e  pe r íodo ,  co locou -s e  6 0  µ l  de  AAPH ( D i c lo r i d ra to  de  2 . 2 ' -
azob is - 2 -am id inopropano )  ( A ld r i c h  S igm a,  S te i nhe im ,  Germ any)  
( 32  m M)  em  c ada  poç o  e  p r ocedeu -se  à  l e i t u r a  da  f luo r esc ênc ia  
du ran te  uma  c iné t i ca  de  4horas  e  15minu t os ,  com  l e i t u ras  
r ea l i zadas  a  c ada  m inu to .  A  l e i t u r a  f o i  r ea l i zada  a  483  nm  e  528  
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nm,  com o  c ompr imen to  de  onda  de  exc i t aç ão  e  em issão ,  
r espe t i vam ent e  ( 37  0 C) .  
De  m odo  a  ex t r a po la r  os  r es u l t ados  ob t i dos  u t i l i zou -s e  t r o l ox  
( A ld r i c h  -  S igma,  S t e i nhe im ,  Germany)  com o  padrão ,  sendo  
r ea l i zada  uma  c u rva  de  c a l ib r aç ão  com  d i f e ren tes  conc en t r ações  
de  t ro lox  ( 0 ;  5 ;  10 ;  20 ;  40  e  8 0  µ M m l - 1 ) .  A  c apac idade  
an t iox i dan te  f o i  exp r es sa  em  m i c romo la r  de  equ i va len tes  de  t r o lox  
po r  g ram a  de  ex t ra t o  e  t odas  as  amos t ras  f o ra m  ana l i s adas  em 
t r ip l i c ados .  Par a  t odos  os  ensa ios  a  ava l i aç ão  f o i  f e i t a  com  o  
c á lc u lo  da  á r ea  aba i xo  da  cu r va  de  ox idaç ão  ( redução  da  
f luo rescênc ia )  da  f luo resc e ína .  
 
3 . 5  Ava l i ação  da  capac idade  an t im ic rob iana  
 
3 . 5 .1  Pr eparaç ão  dos  me ios  de  c u l t u ra  
 
Fo ram  u t i l i zados  t rês  me ios  de  cu l t u ra  d is t in t os :  o  m e io  Lur ia  
-  Ber tan i  ( LB)  ( Me rck ,  W h i t ehous e  S t a t ion ,  NJ ,  USA) ,  pa r a  o  
c r es c im en t o  de  Esc her i ch ia  co l i  ( ATCC 25922 ) ,  Esc her i c h ia  co l i  
( ATCC 10536) ,  Bac i l l us  s ub t i l i s  (ATCC 6633) ,  Pseudomonas  
aerug inos a  ( ATCC 27853 )  e  Sa lm one l l a  en té r i ca  (AT CC 13076) ,  o  
me io  YPD ( Yeas t  Pep t one  Dext r ose )  pa r a  o  c r esc imen to  da  
l evedur a  Sacc harom yc es  ce r ev is ae  (ATCC 9763)  e  Cand ida  
a l b ic ans  ( ATCC 10231 )  e  o  m e io  T SB enr iquec ido  com  ex t ra t o  de  
l evedur a  pa r a  o  c r es c im en t o  de  Staphy loc oc cus  au reus  ( ATCC 
25953) .  Todos  os  m e ios  f o ram  p r eparados  de  acor do  c om as  
i ns t ruções  do  f o rnec edor .  
 
3 . 5 .2  Av a l iaç ão  da  c apac idade  an t ibac te r i ana   
 
Es te  ens a io  f o i  r ea l i zado  u t i l i zando ,  Es cher i ch ia  c o l i  (ATCC 
25922) ,  Esc her i ch ia  c o l i  ( ATCC 10536) ,  Bac i l l u s  sub t i l i s  (ATCC 
6633) ,  Ps eudom onas  ae rug inosa  ( ATCC 27853) ,  Sa lmone l la  
en té r i ca  e  S t aphy lococcus  au reus  ( ATCC 25953) .  Es t as  bac t é r ias  
enc on t r avam -se  em s t ock  a  -8 0 0 C.   
 
 A  ava l i ação  da  c apac idade  an t i bac te r iana  dos  ex t r a tos  de  
ho lo t ú r ias ,  c ons oan te  as  d i f e ren tes  f rações  o rgân i cas ,  f o i  
r ea l i zada  a t r avés  do  mét odo  de  c res c imen t o  em  p lacas  de  96  
poç os  pa r a  c ada  m ic r o rgan ism o .  Fo i  co loc ado  em  cada  poço  19 3  µ l  
de  me io  ( consoan te  cada  m ic ro rgan ism o) ,  ao  qua l  se  j un tou  2  µ l  
ex t ra t o  (1  mg  m l - 1 )  e  5  µ l  d e  i nócu lo  (m ic roo rgan i sm o) .  Fo i  
u t i l i zado  um  f á rmaco  c omo  con t ro lo  pos i t i vo ,  o  c lo r oan f en ic o l  à  
c oncen t raç ão  de  100  mg  m l - 1  e  f o ram p r eparados  os  b rancos  pa r a  
c ada  amos t ra .  Todas  as  amos t r as  f o ram  f i l t r adas  es t e r i lmen te  (0 .2  
μm,  W hatman ,  U . K . )  e  os  ens a ios  f o ram  rea l i zados  em 8  
exper iênc ias  independen t es ,  em cond i ç ões  de  es t e r i l i dade .  
Fo ram  f e i t as  l e i t u r as  ao  t empo ze r o  e  ao  t em po 
c o r responden te  a  um  pon t o  na  f ase  exponenc ia l  de  c res c imen to  de  
c ada  m ic ro rgan i smo  ( de f in i do  em  ensa ios  p r e l im ina r es ) ,  num le i t o r  
d e  espe t ro f luo r ime t r ia  ( Synerg y  H1  Hyb r i d  Reader ,  B io t ek )  a  600  
nm.  
A  capac idade  an t ibac t e r iana  f o i  ca lcu lada  pe la  r eduç ão  do  
c r es c im en t o  em  re l ação  ao  con t ro lo  (%  do  c on t r o lo )  a t r avés  da  
s egu in t e  equação  (Eq uaç ão  3 ) :  
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                        (          )   
                      
            
      ( Equaç ão  3 )  
 
Onde :  
 
-  Abs c o n t r o l o :  abso r vânc ia  do  c res c imen t o  de  c ada  i nóc u lo  
(m ic r o rgan ism o ) ,  cons oan te  o  me io  de  cu l t u ra ;  
-  Abs a m o s t r a :  abs or vânc ia  do  c resc imen to  de  c ada  i nóc u lo  na  
p res ença  dos  ex t r a tos ;  
-  Abs b r a n c o :  abs or vânc ia  dos  ex t r a tos  no  m e io  de  c u l t u r a  u t i l i zado .  
 
 
3 . 5 .3  Av a l iaç ão  da  c apac idade  an t i f úng i ca   
 
A c apac idade  an t i f úng i ca  dos  ex t ra t os  de  ho lo t ú r ias  f o i  
ava l i ada  a t r avés  da  mon i t o r i zaç ão  do  c r es c imen to  de  
Sac charomy ces  c e rev is iae  ( ATCC 9763 )  e  Cand ida  a l b icans  ( ATCC 
10231)  que  s e  enc on t r avam em s t oc k  a  - 80 0 C.  For am u t i l i zadas  
duas  p lacas  de  96  poços  ( uma  para  c ada  m ic r o rgan i smo)  e  f o ram 
f e i t os  8  ensa ios  independen tes  com um  vo lume  de  200  µ l  po r  poço  
( 193  µ l  de  m e io  YPD +  2  µ l  de  cada  ex t r a to  +  5  µ l  de  i nócu lo ) .  Fo i  
p reparado  o  con t ro l o  pos i t i vo  em  que  f o i  u t i l i zado  o  f á rmac o  
An f o te r i c i na  B  à  concen t ração  de  250  µg  m l - 1  e  os  b ranc os  de  cada  
am os t r a .  As  p l acas  f o r am incubadas  a  30 0 C (S.  c e rev i s iae )  e  37  0 C 
( C.  a l b icans )  a  400  rpm  dur an t e  20  ho r as  e  8  ho ras ,  
r espe t i vam ent e .  Es tes  t em pos  es t ão  de  ac ordo  c om os  obser vados  
pa ra  as  c u r vas  de  c r esc imen to  r ea l i zadas  em  ens a ios  
p re l im ina r es ,  deno tando  a  f as e  exponenc ia l  de  c resc imen to  de  
c ada  m ic ro rgan ismo.  An t es  da  incubaç ão  f o i  r ea l i zada  uma  l e i t u ra  
ao  t empo  ze ro .  F indo  es te  pe r íodo  as  p l ac as  f o ram  l idas  num  le i t o r  
d e  es pe t r o f luo r ime t r ia  ( Synerg y  H1  Hyb r i d  Reader ,  B io t ek )  a  um 
c ompr imen to  de  onda  de  600  nm.  As  c ond ições  de  es te r i l i dade  
f o ram s empre  ga r an t i das .  
A  c apac idade  an t i f úng i ca  f o i  c a lcu lada  pe la  r edução  do  
c r es c im en t o  em  re l ação  ao  con t ro lo  (%  do  c on t r o lo )  a t r avés  da  
s egu in t e  equação  (Eq uaç ão  4 ) :  
 
                       (          )   
                       
            
       ( Equaç ão  4 )  
 
Onde :  
-  Abs c o n t r o l o :  absor vânc ia  do  c r es c imen to  de  S.  ce rev is iae  ou  
Cand ida  a l b ic ans ,  em m e io  YPD;  
-  Abs a m o s t r a :  abs orvânc ia  do  c r es c imen to  de  S.  ce r ev is i ae  ou  C.  
a l b ic ans  na  p resenç a  dos  ex t ra t os ;  
-  Abs b r a n c o :  abs or vânc ia  dos  ex t r a tos  no  m e io  YPD.  
 
Par a  as  f rações  que  demons t ra r am  um  m a io r  po tenc ia l  sobre  
r edução  do  c r esc imen to  dos  m ic ro rgan i smos  re l a t i vamente  ao  
c on t r o lo  (≥50%) ,  r ea l i za r am -se  ens a ios  de  dose - res pos ta  
( dependênc ia  da  c oncen t raç ão)  de  m ane i r a  a  de f in i r  o  IC 5 0 ,  
i n cubando -se  as  cé lu las  com  d i f e ren tes  c onc en t r aç ões  de  ex t ra to  
( 30μg  m l - 1  e  1000μg  m l - 1 )  du r an t e  os  respe t i vos  t em pos  de  
i ncubaç ão  e  t em per a tu ras  pa ra  cada  m ic r o rgan ism o .  
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3 . 6  Ava l i ação  do  po t enc ia l  c i t o tóx i co  
 
A ava l iaç ão  do  po t enc ia l  c i t o tóx i co  (p r o l i f e ração  c e lu l a r  e  
t ox i c idade)  dos  d i f e ren t es  ex t r a tos  de  ho lo tú r i as  f o i  t e s tada  em 
duas  l i nhas  c e lu la r es  t umora i s  humanas ,  as  cé lu las  MCF- 7  e  as  
c é lu l as  HepG -2 .  O  m ode lo  c e lu l a r  p r oven ien te  do  ca rc i nom a  da  
mam a  (c é lu l as  MCF -7 )  f o i  ob t ido  a t ravés  do  Le ibn i z - I ns t i t u t  DSMZ 
–  Deu t sche  ( DSMZ nº  ACC 115) .  Re la t i vam ent e  ao  c a rc i noma 
hepa toce lu l a r  de  f ígado  humano  ( cé lu l as  HepG - 2)  as  c é lu l as  f o ram 
ob t idas  a t ravés  da  Am er ic an  T ype  Cu l t u re  Co l l ec t ion  (AT CC HB-
8065) .   
As  c é lu l as  f o ram  c u l t i vadas  em  m e io  RPMI  1640  ( S igma,  
U .S . A . )  sup lementado  c om  10%  de  so ro  f e ta l  bov ino  ( FBS)  (G ib co ,  
U .S . A)  e  1%  de  an t ib i ó t i co / an t im icó t i co  ( S igma,  U . S . A) ,  pa ra  a  
l i nha  c e lu la r  Hepg -2 .  Re la t i vamente  à  l i nha  c e lu la r  MCF -7 ,  as  
c é lu l as  f o ram t ambém  cu l t i vadas  em  me io  RPMI  1640  (S igma,  
U .S . A . )  e  f o ram  sup lem ent adas  c om 10%  de  s o ro  f e ta l  bov ino  
( FBS)  (G ibco ,  U .S .A) ,  1%  de  an t i b i ó t i co / an t im ic ó t i co  (S igma,  
U .S . A) ,  5  m l  de  MEM ( am inoác idos  não  es senc ia i s ) ,  5  m l  de  
p i r uva to  de  s ód io  a  1  m M e  0 . 5  m l  de  i nsu l ina  hum ana  a  10  µg  m l - 1  
O  me io  de  cu l t u ra  f o i  sempre  mudado  12  ho ras  após  as  c é lu las  
s e rem  s emeadas  e  pos t e r io rm en t e  d e  t rês  em t r ês  d i as  pa ra  
am bas  as  l i nhas  c e lu l a res .  
As  cé lu l as  f o r am  mant idas  em  c u l t u r a  numa  i nc ubadora  de  
CO 2  ( CO 2  Un i t he rm)  com  5%  de  CO 2 ,  95%  de  humidade  e  uma 
tem per a tu r a  c ons t an t e  de  37  º C .  
 
 
3 . 6 .1  Ensa io  de  p ro l i f e ração  ce lu la r  e  v iab i l i dade  ce lu la r  nas  
c é lu l as  MCF-7  e  HepG-2  
 
A  ava l ia ção  do  e fe i t o  dos  ex t ra tos  de  ho lo tú r ias  s obre  a  
p ro l i f e raç ão  c e lu l a r  e  v iab i l i dade  ce lu la r  das  c é lu las  MCF - 7  e  
HepG-2  f o i  adap tado  do  m étodo  rea l i zado  po r  Yuan  e  W a ls h  
( 2006) .  As  c é lu las  MCF - 7  e  HepG -2  fo ram  s emeadas  em p lac as  de  
25  cm 2  c om  me io  RPMI  1640  ( p lacas  d i f e ren t es  pa ra  l i nhas  
c e lu l a res  d i f e ren t es ) ,  demorando  c i nc o  a  s e is  d ias  a t é  a t ing i r  a  
c on f l uênc ia  t o ta l  das  p lacas .  Após  es t e  pe r íodo ,  as  cé lu las  
p res en t es  nas  p lac as  de  25  cm 2  f o r am l evan t adas  c om  t r ip s i na  
( S igma,  U . S .A)  e  sem eadas  em  p lac as  de  96  poç os ,  ad ic i onando -
s e  20  μ l  de  suspensão  ce lu l a r  e  180  μ l  de  me io  RPMI  1640  com 
s oro  em cada  poço .  
Par a  t es t a r  o  e f e i t o  dos  ex t ra tos  de  ho lo tú r ias  na  
p ro l i f e raç ão  ce lu l a r  das  l i nhas  ce lu la res  em  es tudo ,  os  ex t r a tos  
( d i ss o l v i dos  em  DMSO  e  consoan t e  as  d i f e ren t es  f rações  
o rgân ic as )  f o ram p r epa rados  em  me io  de  c u l t u r a  sem  FBS e  me io  
de  c u l t u r a  com  FBS .  Após  36h  das  c é lu l as  s e rem  s emeadas  em 
p lac as  de  96  poços ,  rem oveu -s e  o  m e io  des tas  e  ad ic ionou - se  100  
μ l  de  m e io  com  FBS (pa ra  as segur a r  o  c r esc imen to  ce lu l a r )  e  100  
μ l  de  m e io  sem  FBS c om  ex t ra t os  d e  ho lo tú r i as ,  p rev iam ente  
f i l t r ados  (0 . 2  μm,  W hatman ,  U .K . ) .  Todas  as  f raç ões  t es t adas  
f o ram inc ubadas  à  c oncen t raç ão  de  1mg  m l - 1  du ran te  24  ho ras .   
Par a  ava l ia r  o  e fe i t o  dos  ex t r a tos  de  ho lo tú r i as  sob re  a  
v i ab i l i dade  ce lu la r  das  l i nhas  ce lu l a res  em  es tudo  f o i  nec ess ár io  
espera r  c e rc a  de  5  a  6  d i as  a t é  que  as  p lacas  de  96  poços  
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a t i ng i ssem  a  con f luênc ia  t o t a l .  Os  ex t ra t os ,  d i ss o l v i dos  em  DMSO,  
e  c onsoan t e  as  d i f e ren t es  f rações  o rgân i cas ,  f o r am  d iss o l v idos  em 
me io  s em FBS e  f i l t r ados  es t e r i lmen te  ( 0 . 2  μm,  W hatman ,  U .K . ) .  
Após  as  p lacas  a t ing i rem  a  con f luênc ia  c e lu l a r  t o ta l  em  t odos  os  
poç os ,  rem oveu -s e  o  me io  de  c u l t u ra  e  de  s egu ida  ad i c i onou -se  
200  μ l  da  so luç ão  an te r i o rmen te  p r epa rada  (m e io  sem  s oro  +  
ex t ra t o  de  ho lo tú r i a ) .  Todas  as  f rações  f o ram  tes tadas  à  
c oncen t raç ão  de  1mg  m l - 1  e  i nc ubadas  du r an t e  24  ho ras .   
Par a  os  ex t r a tos  que  demons t ra ram  ma io r  a t i v i dade  s ob re  a  
i n i b i çã o  da  p ro l i f e ração  c e lu l a r  ou  r eduç ão  da  v iab i l i dade  ce lu la r  
das  l i nhas  c e lu la res  em  es tudo ,  rea l i za ram -s e  ensa ios  de  dos e -
r espos t a  (dependênc ia  da  c onc en t r aç ão)  de  mane i r a  a  de f in i r  o  
I C 5 0 ,  i n cubando -s e  as  c é lu las  com  d i f e ren tes  concen t r ações  de  
ex t ra t o  (10μg  m l - 1  e  1000μg  m l - 1 )  du ran te  24  ho r as .   
O  e f e i t o  das  d i f e ren t es  f raç ões  de  ho lo t ú r ias  sobre  as  l i nhas  
c e lu l a res  em  es tudo  f o i  r eve lado  pe lo  mét odo  de  MTT  e  pe lo  
mét odo  de  ca lc e ína -AM.  O  p roced imen to  pa r a  o  método  de  MTT  e  
pa ra  o  m étodo  da  c a lc e ína -AM e ncon t ra - se  desc r i t o  no s  pon tos  
3 . 6 .1 . 1  e  3 .6 . 1 .2 ,  r espe t i vam ent e .  
 
 
3 . 6 .1 . 1 .  Mé todo  de  3 - [4 .  5 -d ime t hy l t h i azo l - 2 - y l ] - 2 ,  5 -
d i pheny l  t e t ra zo l i um b r om ide  (MTT)  
 
Es te  método  bas e ia -se  na  redução  de  sa is  t e t razó l i c os  de  
MTT  por  des id rogenas es  m i tocondr i a i s  m e tabo l i c amente  a t i vas  em 
c r i s ta is  de  f o rmazam.  Pos te r i o rmen te ,  es t es  c r i s ta i s  são  
d i ss o l v i dos  num  so l ven te  o rgân i co  de  m odo  a  se r em  m ed idos  
espe t ro f o tom et r i camente ,  pe rm i t i ndo  c ons ta t a r  um a  re l aç ão  com  o  
númer o  de  c é lu l as  v i áve is ,  po is  quan t o  ma io r  a  quan t i dade  de  
c é lu l as  v i áve is  ma io r  o  núm ero  de  c r i s t a is  f o rmados  ( Ro t te r  e t  a l . ,  
1993 ;  Cas t e l l  e  Gómez -Lec hón ,  1997) .  
Após  o  pe r íodo  de  exper iênc ia  de f in i do ,  asp i r ou - se  o  me io  
c on t endo  os  ex t r a tos  de  ho lo tú r i as  e  l a vou -s e  as  c é lu las  com  200  
μ l  de  t ampão  Hank ´s .  Após  es ta  l avag em  ad i c ionou -se  100μ l  de  
MTT  (1 . 2m M)  (S igma,  Germ any) ,  p rev iamente  d i ss o l v i do  em 
tam pão  Hank ´s  ( com pos ição  do  m e io  em m M:  NaC l  137 ,  KC l  5 ,  
Mg SO 4  0 .8 ,  Na 2 HPO 4  0 .33 ,  KH 2 PO 4  0 . 44 ,  CaC l 2  0 .25 ;  Mg C l 2  1 .0 ,  
T r i s  HC l  0 .15  e  bu t i r a to  de  s ód io  1 . 0 ,  pH=7 . 4 )  e  f i l t r ado  
es te r i lmen te  ( 0 . 2  μm,  W hatman ,  U .K . ) .  De  s egu i da ,  as  c é lu las  
f o ram  incubadas  2  ho ras  a  37º C,  c om  5%  CO 2 ,  em a tmos f e ra  
hum id i f i c ada  (95%) .  Para  so lub i l i za r  os  c r i s t a i s  de  f o rm azan  
r esu l t an t es  da  r eaç ão ,  ad i c ionou -se  a  t odos  os  poç os  100  μ l  de  
i s op r opano l  ( Pan reac ,  Es panha )  c on tendo  0 . 04M HC l ,  
homogene i zando  co m  o  aux í l i o  de  u ma  m ic r op ipe ta .  Es te  p roc es so  
f o i  r ea l i zado  em  ge lo .  Pos t e r io rm en te  as  cé lu l as  f o ram i ncubadas  
1  ho r a ,  à  t empera tu ra  am b ien te ,  p ro teg idas  da  luz .   
F i na lm en te  os  resu l t ados  f o ram l i dos  num  le i t o r  de  
espe t ro f l uo r ime t r i a  ( Synerg y  H1  Hyb r i d  Reader ,  B io tek )  a  um 
c ompr imen to  de  onda  de  570  nm.   
 
3 . 6 .1 . 2 .  Mé t odo  de  c a lce í na  –  AM 
 
Este  mét odo  tem  por  base  o  f l uo r ó fo ro  da  ca lc e ína -AM.  A  
c a lc e ína  na  sua  f orma  na t u ra l  ap r es en t a  f l uo rescênc ia ,  no  en tan to  
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um a  vez  es te r i f i cada  pe rde  es t a  c a rac te r ís t i ca  m as  ganha  a  
c apac idade  de  pene t r a r  na  m embr ana  da  cé lu la .  No  i n t e r io r  des ta ,  
as  es t e rases  ex is t en t es  no  c i t op lasma  quebram  as  l i gações  
es té r es ,  vo l t ando  a  ca l ce ína  à  sua  f o rma  na tu r a l ,  em i t indo  
f luo rescênc ia .  Para  as  es t e rases  t e rem  um a a t i v idade  no rma l ,  as  
c é lu l as  t êm  de  es ta r  v iáve is ,  l ogo  quan to  m a io r  f o r  a  f l uo res cênc ia  
ma io r  s e rá  o  núm ero  de  cé lu l as  v i áve is  ( Hayes ,  1997) .  
Ass im ,  f i ndo  o  pe r íodo  de  exper i ênc ia  de f in ido ,  as  cé lu las  
f o ram  lavadas  duas  vezes  com  200μ l  de  t ampão  Hank ´s .  De  
s egu ida ,  f o i  ad ic ionado  a  c ada  poço  100μ l  de  uma  so luç ão  de  
c a lc e ína  2μ M ( p r ev iamente  p repar ada  em  t ampão  Hank´s ) ,  exce to  
nos  poç os  de f in idos  pa ra  ava l i a r  a  au t o f luo rescênc ia  ce lu la r ,  nos  
qua i s  se  ad i c i onou  100μ l  de  t am pão  Hank ´s .  As  p lac as  de  96  
poç os  f o ram i nc ubadas  à  t em per a tu ra  amb ien te ,  p ro t eg idas  da  luz ,  
du ran te  30  m inu tos .  Após  es te  pe r íodo  os  resu l t ados  f o ram 
ob t idos  pe la  le i t u ra  de  f luo re sc ênc ia  num l e i t o r  de  
espe t ro f l uo r ime t r i a ,  u t i l i zando  c omo c ompr im en t o  de  onda  de  
exc i t ação  485  nm e  um compr im en t o  de  onda  de  em iss ão  530  nm.  
Os  res u l t ados  do  e f e i t o  dos  ex t r a tos  de  ho lo t ú r ias  s ob re  a  
p ro l i f e raç ão  e  a  v i ab i l i dade  c e lu l a r  das  cé lu l as  MCF -7  e  HepG-2  
s ão  ap res en t ados  em  percen tagem  do  c on t r o l o ,  sendo  c a lc u lados  
a t r avés  da  s egu in te  equação  (Equaç ão  5 ) :  
 
(             )   
         
          
        ( Equaç ão  5 )  
 
Onde  F c o n t r o l o  c or responde  à  f l uo r esc ênc ia  do  con t ro lo  ( c é lu las  
c u l t i vadas  em m e io  de  c u l t u ra  c on tendo  o  c on t r o l o )  e  a  F a m o s t r a  
c o r responde  à  f l uo resc ênc ia  da  am os t r a  em  tes te  ( cé lu las  
c u l t i vadas  em me io  de  c u l t u r a  con tendo  os  ex t r a tos  de  ho lo t ú r ias ) .  
 
 
3 . 7  Q uan t i f i caç ão  da  go r dur a  t o ta l  e  ava l i aç ão  do  pe r f i l  em  ác idos  
go rdos  das  es péc ies  em es t udo  
 
Pa r a  a  quan t i f i cação  da  go r dur a  t o ta l  f o i  nec es sár i o  pes ar  
10g  de  amos t ra  numa  ba lança  ana l í t i c a  ( Me t t l e r  T o ledo ,  d=0 . 1mg)  
e  ad ic i onar  30m l  de  metano l : c l o ro f ó rm io  (2 : 1 )  ( F is her  Sc ien t i f i c ,  
HPLC g rade /Ana ly t i ca l  r eagen t  g rade) ,  c om  homogene i zação  
pos t e r io r  du r an t e  5  m inu tos .  De  s egu ida ,  ad ic i onou -s e  4m l  d e  uma 
s o lução  sa t u rada  de  c l o re t o  de  s ód io  em  ag i t ação  con t ínua ,  10  m l  
de  c lo r o f ó rm io  e  10m l  de  água  ( F is he r  Sc ien t i f i c ,  HPLC g rade) .  A  
m is t u ra  f o i  homogene i zada  du ran te  5  m inu tos  e  co loc ada  num 
banho  de  u l t r a - s ons  (VW R –  45  KHz ,  130  W )  du r an t e  o  mesmo 
tem po.  O  con teúdo  ex i s t en t e  f o i  f i l t r ado  a t ravés  de  pape l  de  f i l t r o  
(W hatman ,  n . º  40 )  e  o  f i l t r ado  f o i  t r ans f e r i do  pa r a  um a  am po la  de  
dec an t aç ão .  A  f ase  o rgân i ca  f o i  r eco lh ida  pa ra  um  pape l  de  f i l t r o  
(W hatman ,  n . º40 )  c om su l f a to  de  sód io  an id ro  ( Panreac ,  Reag .  
USP;  PA- ACS- I SO)  e  f i l t r ado  pa r a  um v ia l  p rev iamente  pes ado .  O  
s o l ven te  o rgân ic o  ex i s ten te  na  m is t u ra  f o i  evaporado  num 
r o tavapor  ( He ido lph  Laboro t t a  4000 -e f f i c ien t )  à  t em per a tu ra  
máx im a  de  40º C.  Es te  p r ocess o  deu-s e  po r  c onc lu ído  aquando  da  
pes agem r ig o r osa  do  v ia l  c om a  go rdura  ex t ra ída  ( Man i r ak i za  e t .  
a l . ,  2001 ;  Bandar ra  e t .  a l . ,  2006) .   
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A perc en t agem  de  go rdura  t o t a l  f o i  en t ão  c a l cu lada  s egundo  
a  equaç ão  (Equação  6 )  desc r i t a  aba i xo .  Todos  os  ensa ios  f o ram 
r ea l i zados  em t r i p l i c ados .  
 
              ( )   
     
 
         ( Equaç ão  6 )  
 
Onde :  
-  V f :  Peso  do  v ia l  f i na l  ( g ramas) ;  
-  V i :  Peso  do  v ia l  i n i c ia l  ( g ramas) ;  
-  P :  Pes o  da  amos t r a  (g ramas) .  
 
A  ava l ia ção  do  pe r f i l  l i p íd i co  a t r avés  da  aná l i s e  dos  ác idos  
go rdos  pa ra  as  t rês  espéc ies  de  ho lo tú r i as  f o i  r ea l i zada  a  pa r t i r  da  
adap tação  do  método  de  Lepage  e  Roy  (1986) .  Começ ou - se  po r  
pes ar  300  mg  de  b i om ass a  f resc a .  De  s egu ida ,  ad ic ionou -s e  5  m l  
de  um a  s o luç ão  p r ev iam ente  p r epa rada  de  m etano l  e  c l o re t o  de  
ace t i l o  ( 20 :1 )  ( Ac ros ,  98%;  F is her  Sc ien t i f i c ,  HPLC Grade)  pa ra  
t ubos  de  v i d r o  roscados .  A  m is t u ra  f o rmu lada  da  e tapa  an t e r io r  f o i  
homogene i zada  em vó r tex  du r an t e  30  s egundos ,  sendo  de  segu ida  
os  t ubos  c o locados  em  banho  -  mar ia  a  80º C  duran te  1  ho ra .  F i ndo  
es te  pe r íodo ,  es tes  f o ram  de i xados  a  a r re f ec e r  em ge lo .  De  
s egu ida ,  ac rescen tou -s e  2  m l  de  n -hep t ano  ( F luk a ,  ≥99 . 5% )  e  1  m l  
de  água  de  HPLC (F i she r  Sc ien t i f i c ,  HPLC g rad ien t  g rade) .  Ag i t ou -
s e  no  vó r tex  du r an te  1  m inu to .  As  am os t r as  f o r am  en tão  
c en t r i f ugadas  a  2875  rpm  duran te  10  m inu tos  a  4  º C ,  pa ra  
s eparação  das  f as es  aquos a  e  o rgân i ca .  A  f as e  super i o r  f o i  
r emov ida  com  uma  m ic rop ipe ta  pa ra  um a  c o luna  de  s u l f a to  de  
s ód io  an id ro  e  f i l t r ada  pa ra  v ia l s  com  m ic ro - i ns e r t  (Thermo 
Un ic am) ,  p r ev iam ent e  pes ados .   
O  c on t eúdo  l i p íd i co  ex i s ten te  nas  amos t ras  f o i  ana l i sado  em 
c r omat óg ra f o  gasos o  F inn igan  T rac e  G C U l t r a  c om  Au tos amp le r  AS 
3000  da  mar ca  The rmo  E lec t ron  Cor por a t ion .  A  co luna  
c r omat og rá f i ca  T rac e  TR -FAME ac op lada  ao  c romat óg ra f o  possu i  
as  s egu in tes  d imens ões :  30m  de  com pr imen t o ,  0 . 25mm  de  
d iâmet r o  in t e rno  e  0 . 25μm  de  espes sur a  do  f i lme  da  m arc a  Thermo 
E lec t r on  Corpora t i on  ( Anexo  I V) .  Todos  os  ensa ios  f o ram 
r ea l i zados  em t r i p l i c ados .  
 
 
3 . 8  Aná l i se  es ta t í s t i c a  
 
Os  dados  ob t idos  re f e ren tes  ao  Í nd ice  G onadoss omát ico  (G I )  
e  ao  pes o  (ev i sc e r ado )  de  am bas  as  es péc ies  em  es tudo  f o ram 
ana l i sados  a t r avés  de  uma  aná l i s e  de  va r iânc ia  de  2  f a to res  
( ANO VA)  ( Zar ,  2009) .  Es ta  aná l i se  t eve  como  ob j e t i vo  ave r iguar  
s e  haver iam  d i f e r enç as  es t a t i s t i camente  s ign i f i ca t i vas  no  G I ,  
quando  c omparados  ambos  os  s exos ,  ass im  c omo  as  es tações  do  
ano  ( uma  vez  que  o  númer o  de  rép l i c as  de  m ac ho  e  f êm ea  por  
meses  do  ano ,  em  a lguns  meses  f o i  m enor  que  5  i nd i v íduos ,  
op tou -s e  po r  e f e tua r  a  aná l i s e  ag rupando  os  dados  em es t ações  
do  ano ,  ev i t ando -s e  ass im  l im i t ações  ao  es t udo) .  O  mesmo 
p roc ed im en to  f o i  t i do  em  con ta  re la t i vam ent e  ao  pes o  ( ev i s ce rado)  
dos  espéc imes .  Todos  os  p ressupos t os  ine ren tes  à  ANO VA -  2  
f a to res  f o ram  dev idamente  va l idados  e  s empr e  que  adequado  
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r ea l i zou -s e  o  t es t e  de  comparações  mú l t i p l as  de  Bonf e r r on i  (Za r ,  
2009) .  
Os  dados  ob t i dos  r e la t i vos  à  capac idade  an t im ic r ob iana  e  
an t i t um ora l  f o ram ana l i sados  med ian te  uma  ANOVA -  1  f a to r ,  
s egu ida  pe lo  t es te  de  Dunne t t  (Za r ,  2009)  ( po r  f o rma  a  c ompara r  
os  dados  exper imen t a is  c om os  do  g rupo  con t ro l o ) .   
De  igua l  m odo  se  p r oc edeu  par a  os  dados  ob t idos  pa r a  a  
pe rc en t agem de  go rdu ra  t o t a l  nas  3  espéc ies  em  es tudo  t endo  
ig ua lm en te  s i do  ga ran t ido  t odos  os  p res supos tos  ine ren t es  à  
r e f e r ida  aná l i s e .   
Por  ú l t im o ,  r e la t i vamente  aos  dados  ob t i dos  pa r a  o  pe r f i l  em 
ác idos  go r dos  pa r a  as  3  espéc ies  em  es tudo ,  p re t endeu -se  
pe rc eber  s e  ex i s t i r am  d i f e renças  es ta t i s t i cam ent e  s ign i f i ca t i vas  
en t re  os  ác idos  go r dos  sa t u rados ,  mono insa tu rados  e  
po l in sa tu rados ,  e  po r  consegu in te  f o i  r ea l i zada  um a  ANOVA –  2  
f a to res .  De  s a l i en t a r  que ,  m u i t o  em bor a  pa ra  es ta  aná l i s e  o  
r equ i s i t o  re l a t i vo  homogene idade  de  va r iânc ias  não  tenha  s i do  
ga ran t ido ,  o  des empenho  do  mét odo  não  é  p r o f undamente  a f e tado  
po r  des v ios  m oder ados  aos  seus  p r ess upos tos .  Ta l  j u s t i f i ca -se  
pe lo  f a t o  da  amos t r a  em  aná l i s e  ap resen ta r  um  p laneamento  
equ i l i b rado ,  pe lo  que  não  haverá  c ompromet im en to  dos  r esu l t ados  
( Under wood ,  1997) .  Um a  vez  m a is ,  e  s empr e  que  adequado ,  o  
t es te  de  c omparações  mú l t ip l as  de  Bon f e r ron i  f o i  r ea l i zado  (Zar ,  
2009) .   
Fo i  r ea l i zado  o  t es te  do  Qu i  –  quadr ado  (X 2 )  r e l a t i vam ent e  à  
r azão  m ac ho / f êmea  t o ta l  ob t i do  pa ra  ambas  as  espéc ies  du r an te  
as  amos t r agens ,  no  s en t ido  de  ava l ia r  a  p resenç a  de  d i f e renç as  
es ta t i s t i camente  s ign i f i c a t i vas  em re lação  à  un idade .  
Em  todas  as  aná l i ses  e f e tuadas ,  o s  resu l t ados  f o ram 
c ons ide rados  es ta t i s t i cam ent e  s ign i f i ca t i vos  ao  n íve l  de  
s ign i f i c ânc ia  de  5%  ( p<0 . 05 ) .  Todos  os  resu l t ados  f o ram  ob t i dos  
med ian te  a  u t i l i zação  do  s o f tware  I BM SPSS St a t i s t i cs  20 .  
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4 . 1  Amos t r agem b io l óg i ca  e  Í nd i ce  Gonados somát i co  das  duas  
espéc ies  em es tudo  
 
Das  137  ho lo tú r ias  amos t radas  da  espéc ie  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i ,  56  i nd i v íduos  e ram  f êmeas ,  35  e ram m ac hos  e  46  não  
c on t i nham  gónad a  pe lo  q ue  f o i  imposs íve l  de f i n i r  o  sexo .  A  razão  
macho / f êmea  f o i  de  ap r ox imadam ente  1  m ac ho  par a  2  f êmeas  
( r azão=0 . 625) ,  sendo  es t e  va lo r  es t a t i s t i c amente  s ign i f i c a t i vo  em 
r e l aç ão  à  un idade  (X 2 ( 1 ) =  4 .85 ,  p< 0 . 05 ) .  
 Re la t i vam ent e  à  espéc ie  Ho lo thu r ia  mamm ata ,  do  t o ta l  de  73  
i nd i v íduos  am os t r ados ,  22  e r am  mac hos ,  29  e ram  f êmeas  e  22  não  
c on t i nham  gónada .  A  r azão  m ac ho / f êmea  f o i  de  3  machos  pa r a  4  
f êmeas  ( r azão=0 .758)  e  não  f o ram  encon t radas  d i f e r enças  
es ta t i s t i camente  s ign i f i c a t i vas  em  r e lação  à  un idade  (X 2 ( 1 ) =  0 .961 ,  
p>0 .0 5 ) .  
 O  padr ão  de  mat u ração  da  gónada  ao  l ongo  dos  mes es  pa ra  
a  es péc ie  Ho lo thu r i a  f o r sk a l i  ap res en t ou  2  va lo r es  máx imos  
( p i cos )  de  matu ração .  O  p r ime i r o  co r r es pondeu  ao  mês  de  
novembr o  e  o  segundo  ao  mês  de  f eve re i ro ,  sendo  a inda  poss í ve l  
obs er va r  um  te r ce i ro  va lo r ,  apenas  pa ra  as  f êmeas  no  m ês  de  
mar ço .   
 Com o  é  poss íve l  obs er va r  na  f igu ra  3 ,  os  i nd i v íduos  de  
Ho lo thu r i a  f o r ska l i  apresen ta r am s inc ron ismos  no  pe r íodo  de  
mat u ração  da  gónada ,  c o r r espond endo  a  pe rc en t agens  de  G I  de  
10 .17%  ( novembr o ) ,  11 . 72%  ( f eve re i r o )  e  13 . 16%  (març o )  pa ra  
f êmeas  e  7 .46% (novem bro )  e  14 . 73% ( f eve r e i ro )  pa r a  machos .  
 Pe los  resu l t ados  a l canç ados ,  não  f o i  poss íve l  obs er va r  
d i f e renç as  es ta t i s t i camente  s ign i f i c a t i vas  no  G I ,  quando  
c omparados  os  géner os ,  es t aç ões  do  ano  e  os  géner os  em 
s im u l t âneo  c om  as  es t aç ões  do  ano  ( ANO VA,  F g é n e r o s ( 1 , 8 5 ) =  0 .038 ,  
F e s t a ç õ e s  d o  a n o  ( 2 , 8 5 ) =  1 . 001 ;  F g é n e r o s * e s t a ç õ e s  d o  a n o ( 2 , 8 5 ) = 1 .877 ,p> 0 .05 ) .  
 
 
Figura 3. Variação mensal do Índice Gonadossomático (GI) da espécie Holothuria forskali, com 
os correspondentes valores máximos de maturação. Os valores apresentados encontram-se 
em % média de GI por mês para cada género ± desvio padrão (SD) correspondendo às barras 
verticais (não sendo possível visualizar uma vez que o seu valor é muito pequeno) (n=91). 
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Re la t i vam ent e  à  s egunda  es péc ie  em  es t udo ,  Ho lo thu r ia  
mamm ata ,  o  padrão  de  m atu r aç ão  da  gónada  ao  l ongo  dos  mes es  
ap resen tou  1  ún ico  va lo r  m áx imo  de  m atu r ação  ( p ico )  ( f i gu ra  4 ) .  
Es te  va lo r  f o i  ev i den te  no  mês  de  ab r i l ,  quando  f o ram  obs er vados  
Índ ic es  Gonadossom át icos  e l evados  de  13 .87%  e  14 . 11%  para  
f êmeas  e  mac hos ,  r espe t i vam ent e .  É  pos s íve l  ve r i f i c a r  a  
ex i s tênc ia  de  um padr ão  de  s i nc r on i smo  na  mat u ração  s exua l ,  
onde  em  f eve re i ro ,  mar ço  e  j unho  as  f êm eas  ex ib i ram  um  GI  
e l evado ,  demons t rando  a  m atu ração  s exua l ,  no  en tan to  o  m esmo 
f o i  ve r i f i c ado  pa ra  os  mac hos  mas  com menor  pe rc en t agem de  G I .   
Pe la  aná l i s e  r ea l i zada  c onc lu i - s e  que  n ã o  ex is t em  d i f e renças  
es ta t i s t i camente  s ig n i f i ca t i vas  pa ra  o  G I ,  quando  com par ados  
am bos  os  géneros ,  as s im  como as  es t aç ões  do  ano  e  a  
c omb inaç ão  en t re  es taç ões  do  ano  e  géner os  (ANO VA,  
F g é n e r o s ( 1 , 4 5 ) =  0 . 00 9 ,  F e s t a ç õ e s  d o  a n o  ( 2 , 4 5 ) =  2 .238 ;  F g é n e r o s * e s t a ç õ e s  d o  
a n o ( 2 , 4 5 ) = 0 .363 ,  p>0 .05 ) .  
 
Figura 4. Variação mensal do Índice Gonadossomático (GI) para a espécie Holothuria 
mammata, com o correspondente valor máximo de maturação. Os valores apresentados 
encontram-se em % média de GI por mês para cada género ± desvio padrão (SD) 
correspondendo às barras verticais (não sendo possível visualizar uma vez que o seu valor é 
muito pequeno) (n=51). 
 
Na  f igu ra  5  é  pos s íve l  obs er va r  a  va r i aç ão  de  peso  
( ev isc e rado)  m ensa l  dos  i nd i v íduos  da  es péc ie  Ho lo t hu r i a  f o r sk a l i ,  
a ss im  c omo  o  peso  dos  es péc imes  que  não  c on t inham  gónada ,  
pe lo  que  f o ram cons ide r ados  inde f e renc iados .  
Com o  é  pos s íve l  v i s ua l i za r  não  s e  ve r i f i ca r am  g randes  
d i sc r epânc ias  de  peso  en t r e  mac hos  e  f êmeas ,  à  exceção  do  mês  
de  m a io  onde  s e  obser vou  um  va lo r  máx im o  de  pes o  pa r a  as  
f êmeas .  Re la t i vamente  ao  pes o  dos  i nd i v íduos  ind i f e renc iados ,  é  
pos s íve l  ve r i f i ca r  que  o  seu  peso  mens a l  é  l i ge i ram ent e  in f e r io r  ao  
ve r i f i cado  pa r a  f êmeas  e  mac hos ,  à  exc eç ão  do  mês  de  ma rço .  
Con tudo ,  pe la  aná l i se  rea l i zada  ob t i ve r am -se  d i f e renças  
es ta t i s t i camente  s ign i f i c a t i vas  quando  com par ado s  os  géneros  e  
as  es taç ões  do  ano ,  r e la t i vamente  ao  peso  (ev i sce rado)  dos  
i nd i v íduos  ( ANO VA,  F g é n e r o s ( 1 , 8 4 ) =  6 . 518 ,  F e s t a ç õ e s  d o  a n o  ( 2 , 8 4 ) =  
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1 3 .0 46 ,  p<0 . 05 ) .  No  en tan to ,  a  comb inação  en t r e  o  g énero  dos  
i nd i v íduos  e  as  es t ações  do  ano ,  não  de te t ou  d i f e r enç as  
es ta t i s t i camente  s ig n i f i ca t i vas  ( ANOVA,  F g é n e r o s * e s t a ç õ e s  d o  
a n o ( 2 , 8 4 ) = 2 .426 ,  p>0 .0 5 ) .  
 
Figura 5. Variação mensal do peso (gramas) para machos e fêmeas e para os indivíduos 
indiferenciados de Holothuria forskali. Os valores apresentados encontram-se em média de 
peso por mês ± desvio padrão (SD) correspondendo às barras verticais (n=137). 
 
 
Na  f igu ra  6  obser va -s e  a  va r iação  de  pes o  ( ev is ce r ado)  
mens a l  de  mac hos  e  f êmeas  da  es péc ie  Ho lo t hu r ia  m ammat a ,  
a ss im  c omo  o  pes o  dos  es péc im es  que  não  con t i nham  gónada  
( ind i f e renc iados ) .   
Não  f o ram  ve r i f i c adas  g r andes  d i sc repânc ias  de  pes o  en t re  
os  va lo r es  enc on t r ad os  pa ra  m ac hos  e  f êmeas ,  à  exc eç ão  do s  
meses  d e  novembr o  e  dezem bro  onde  o  pes o  dos  machos  f o i  
menor  que  o  pes o  das  f êmeas .  Re la t i vam ent e  ao  pes o  dos  
i nd i v íduos  i nd i f e renc iados ,  é  poss ív e l  ve r i f i c a r  que  o  s eu  peso  
mens a l  ap resen ta  g randes  osc i la ções ,  com pa r a t i vam ente  ao  peso  
dos  m ac hos  e  f êmeas .  Fo i  de te t ado  a inda  q ue  no  m ês  de  f eve r e i ro  
e  m arç o  não  f o ram enc on t r ados  ind i v íduos  s em gónada .  
A  aná l i s e  e f e tuada  pe rm i t i u  obs er va r  a  ex is t ênc ia  de  
d i f e renç as  es t a t i s t i c amente  s ign i f i ca t i vas  no  géner o  re la t i vament e  
ao  pes o  (ev i sce rado)  dos  ind i v íduos  ( ANO VA,  F g é n e r o ( 1 , 4 5 ) =  5 . 325 ,  
p<0 .05 ) .  No  en t an to ,  pa r a  as  es taç ões  do  ano ,  ass im  como  par a  a  
c omb inaç ão  de  es tações  do  ano  com  o  géner o  dos  i nd i v íduos ,  não  
f o ram de t e tadas  d i f e renças  es ta t i s t i cam ent e  s ign i f i ca t i vas  
( ANO VA,  F e s t a ç õ e s  d o  a n o  ( 2 , 4 5 ) =  0 . 138 ;  F g é n e r o * e s t a ç õ e s  d o  
a n o ( 2 , 4 5 ) = 2 .655 , p>0 .05 ) .  
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Figura 6. Variação mensal do peso (gramas) para machos e fêmeas e para os indivíduos 
indiferenciados de Holothuria mammata. Os valores apresentados encontram-se em média de 
peso por mês ± desvio padrão (SD) correspondendo às barras verticais (n=73). 
 
A  va r iação  mensa l  do  com pr imen to  dos  t úbu los  das  gónadas  
da  espéc ie  Ho lo t hu r i a  f o r sk a l i  t ambém  f o i  ava l iada  com o  es tá  
p res en t e  na  f i gu ra  7 .  Ana l i sando  es ta  f i gu r a ,  ve r i f i c ou -s e  que  o  
c ompr imen to  dos  t úbu los  do  mac ho  fo i  s uper io r  r e l a t i vam ent e  ao  
c ompr imen to  dos  t úbu los  das  f êmeas ,  à  exceção  do  mês  de  ab r i l  e  
j unho ,  em  que  s e  obser vou  o  c on t r á r io .  De  re f e r i r  a i nda  que  o  mês  
de  ma io  ap r e s en tou  um va lo r  m áx imo no  com pr imen t o  dos  t úbu los  
pa ra  os  mac hos ,  s endo  a  va r iação  mens a l  do  c ompr imen to  dos  
t úbu los  das  f êmeas  re l a t i vament e  s eme lhan te .    
 
 
Figura 7. Variação mensal do comprimento (milímetro) dos túbulos das gónadas para machos 
e fêmeas da espécie Holothuria forskali. Os valores apresentados encontram-se em média de 
comprimento dos túbulos por mês ± desvio padrão (SD) correspondendo às barras verticais 
(n=91). 
 
No  que  d i z  res pe i t o  à  es péc ie  Ho lo thu r ia  m ammata ,  a  
va r iação  mensa l  do  c ompr imen to  dos  t úbu los  das  gónadas  pa ra  
machos  e  f êmeas  tam bém  f o i  ana l i sada  com o  é  pos s íve l  v i s ua l i za r  
na  f igu r a  8 .  Nes ta  f i gu ra ,  ve r i f i c a -s e  que  o  com pr imen to  dos  
t úbu los  das  f êmeas  f o i  s uper io r  re l a t i vamen te  ao  com pr imen to  dos  
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t úbu los  dos  machos ,  à  exceção  do s  meses  de  novem bro  e  
dezembr o ,  em que  os  c ompr imen tos  f o ram p r a t i cam ent e  ig ua i s .   
 
Figura 8. Variação mensal do comprimento (milímetro) dos túbulos das gónadas para machos 
e fêmeas da espécie Holothuria mammata. Os valores apresentados encontram-se em média 
de comprimento dos túbulos por mês ± desvio padrão (SD) correspondendo às barras verticais 
(n=51). 
 
 
4 . 2  Mor f omet r ia  dos  Túbu los  das  G ónadas  e  Aná l i ses  H is t o lóg icas  
 
As  gónadas  de  Ho lo thu r ia  f o r ska l i  e  Ho lo thu r ia  mammata  
ap resen tam  a  con f o rmação  de  um ún ic o  t u f o  com numer osos  
túbu los  r am i f i cados ,  do  l ado  d i re i t o  do  mesen té r io  do rs a l ,  com o  é  
pos s íve l  v i sua l i za r  na  f igu ra  9  e  10 .  
 
 
Figura 9. Morfologia dos túbulos das 
gónadas de Holothuria forskali dissecada 
(fêmea), com a presença de gónada (g) e 
intestino (in). 
 
Figura 10. Morfologia dos túbulos das 
gónadas de Holothuria mammata 
dissecada (macho), com a presença das 
árvores respiratórias (ar), intestino (in) e 
gónada (g). 
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Em  gera l ,  os  t úbu los  des envo l ve ram -s e  un i f o rmement e ,  pa ra  
am bas  as  espéc ies ,  segundo  os  5  es tág ios  de  mat u raç ão  
des ignados .  A penas  pa ra  o  es t ág io  I  ( i nde te rm inado)  não  f o ram 
i den t i f i c ados  ind i v íduos .  
De  re f e r i r ,  v i s ua l i zando  as  duas  espéc ies  em  con jun t o ,  que  o  
pes o  da  g ónada  de  Ho lo t hu r i a  m ammat a  é  super io r  ao  pes o  da  
gónada  de  Holo thu r i a  f o r s ka l i .  Em  r e l aç ão  ao  c ompr imen to  dos  
t úbu los ,  a  es péc ie  Ho lo thu r i a  mammat a  ap res en t ou  um 
c ompr imen t o  dos  t úbu los  l i ge i r amente  s uper io r  ao  obser vado  pa ra  
a  es péc ie  Ho lo t hu r i a  f o r sk a l i  e  re l a t i vam ent e  à  c o r  obs er vada  nas  
gónadas  de  am bas  as  es péc ies  a  d i f e r enç a  c en t r a -s e  nos  m ac hos ,  
c o r  de  sa lmão  pa ra  Ho lo t hu r i a  f o r s ka l i  e  b r anco  c rem e  para  
Ho lo thu r i a  m am mata .  Obser vando  o  t am anho  dos  oóc i t os  (med ido  
a t r avés  do  seu  d iâmet r o ) ,  ve r i f i ca -se  que  não  ex i s tem  d i f e renç as  
s ubs tanc ia is  en t re  as  duas  espéc ies  em  es tudo  c onsoan te  os  5  
es tág ios  de  m atu r aç ão  p resen tes .  
 
 
 
Tabela III. Cinco estágios de maturação da gónada, no ciclo reprodutivo de Holothuria forskali, baseado na morfologia dos túbulos da gónada 
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Estado de 
maturação, sexo 
Peso da 
gónada  
(g) 
Túbulos  
Comprimento 
(mm) 
Diâmetro 
(mm) 
Ramificações Condição Cor 
I - Indeterminado Não foram encontrados indivíduos neste estágio  
II – Crescimento 
 
Fêmea 
 
Macho 
 
 
1.3 – 6.5 
 
1.1 – 5.9 
 
 
42.3 – 50.9 
 
51 – 73.3 
 
 
1 – 2.1 
 
0.7 – 1.6 
 
 
 
Sim 
 
 
Oócitos em desenvolvimento (61.2 – 80.6 µm) 
Espermatócitos em desenvolvimento 
 
 
Laranja claro 
 
Branco 
transparente 
III – Maduro 
 
Fêmea 
 
Macho 
 
 
4.2 – 16.3 
 
5.3 – 13.8 
 
 
62 – 105.7 
 
82.6 – 110.8 
 
 
2 – 3.96 
 
1.6 – 2.26 
 
 
 
 
Sim 
 
 
Oócitos visíveis através dos túbulos (112 – 
129.4 µm)  
Túbulos preenchidos com espermatozoa 
(espermatócitos maduros) e aspeto opaco 
 
 
Laranja vivo 
 
Salmão 
IV – Parcialmente 
desovado 
 
 
Fêmea 
 
 
Macho 
 
 
 
 
3.12 – 5.74 
 
 
2.19 – 3.92 
 
 
 
 
41.8 – 95.8 
 
 
28.2 – 81.8 
 
 
 
 
2.1 – 2.86 
 
 
2 – 2.5 
 
 
 
 
 
Sim 
 
 
 
 
Túbulos reduzem de tamanho. Regiões vazias 
do lúmen visíveis. Possível observar alguns 
oócitos maduros 
Túbulos reduzem de tamanho. Possível ver 
alguns espermatozoa 
 
 
 
 
Laranja vivo 
 
 
Salmão claro 
V – Desovado 
 
Fêmea 
 
Macho 
 
 
0.76 – 2.09 
 
0.12 – 1.48 
 
 
14 – 34.6 
 
22.7 – 71.6 
 
 
0.18 – 1 
 
0.16 – 0.24 
 
 
 
Sim 
 
 
Túbulos de reduzido tamanho. Oócitos 
vestigiais presentes 
Túbulos de reduzido tamanho. Espermatozoa 
vestigial presente 
 
 
Laranja claro e 
transparente 
 
Rosa claro 
 
 
 
Tabela IV.  Cinco estágios de maturação da gónada, no ciclo reprodutivo de Holothuria mammata, baseado na morfologia dos túbulos da gónada. 
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Estado de 
maturação, sexo 
Peso da 
gónada  
(g) 
Túbulos  
Comprimento 
(mm) 
Diâmetro 
(mm) 
Ramificações Condição Cor 
I - Indeterminado Não foram encontrados indivíduos neste estágio  
II – Crescimento 
 
Fêmea 
 
Macho 
 
 
98.4 – 117.5 
 
75.7 – 116.2 
 
 
29.8 – 43.6 
 
34 – 40.4 
 
 
1.86 – 2.04 
 
0.3 – 1.68 
 
 
 
Sim 
 
 
Oócitos em desenvolvimento (32.3 – 50.6 µm) 
 
Espermatócitos em desenvolvimento 
 
 
Laranja claro 
 
Transparente 
III – Maduro 
 
Fêmea 
 
Macho 
 
 
105.9 – 188.5 
 
86 – 145.3 
 
 
36.4 – 50.6 
 
35.2 – 41.7 
 
 
2.08 – 2.22 
 
2.34 – 3.46 
 
 
 
 
Sim 
 
 
Oócitos visíveis através dos túbulos (108 – 
122 µm)  
Túbulos preenchidos com espermatozoa e 
aspeto opaco 
 
 
Laranja vivo 
 
Branco creme 
IV – Parcialmente 
desovado 
 
Fêmea 
 
 
Macho 
 
 
 
75.4 – 137.7 
 
 
79.7 – 135.2 
 
 
 
38.6 – 43.9 
 
 
29 – 41.6 
 
 
 
1.76 – 2.04 
 
 
2.04 – 2.32 
 
 
 
 
Sim 
 
 
 
Túbulos reduzem de tamanho. Regiões vazias 
do lúmen visíveis. Possível observar alguns 
oócitos maduros 
Túbulos reduzem de tamanho. Possível ver 
alguns espermatozoa 
 
 
 
Laranja vivo 
 
 
Branco 
V – Desovado 
 
Fêmea 
 
Macho 
 
 
65.2 – 115.1 
 
36.5 – 61.5 
 
 
16.2 – 18.6 
 
16.4 – 22.3 
 
 
2.3 – 2.45 
 
2.39 – 3.25 
 
 
 
Sim 
 
 
Túbulos de reduzido tamanho. Oócitos 
vestigiais presentes 
Túbulos de reduzido tamanho. Espermatozoa 
vestigial presente 
 
 
Laranja claro e 
transparente 
 
Transparente 
Resultados 
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Ana l i sou -s e  a  mat u ração  dos  t úbu los  da  gónada  de  
Ho lo thu r i a  f o r sk a l i  em  cada  m ês  como  é  pos s íve l  v i sua l i za r  nas  
f igu ras  11  e  12  pa r a  f êmeas  e  machos ,  respe t i vam ent e  e  pa ra  a  
espéc ie  Ho lo t hu r i a  m ammata ,  f i gu r as  13  e  14  ( f êmeas  e  mac hos  
r espe t i vam ent e ) .   
Obser va -s e  m a i s  do  q ue  um  es t ág io  de  mat u ração  da  gónada  
em  a lguns  m es es .  No  en t an to ,  pa r a  as  f êmeas  ( f i gu ra  11 )  no  mês  
de  s e tembr o  apenas  se  obser vou  es péc imes  c om  a  gónada  em 
c r es c im en t o  ( es tág io  I I ) .  Em  novembr o ,  f eve re i ro  e  m arç o ,  as  
f êmeas  co lec t adas  a p resen tavam  uma  gónada  m adura  (es tág io  I I I )  
e  po r  f im ,  no  m ês  de  j unho ,  só  f o r am ob t idas  f êmeas  com  os  
t úbu los  desovados  (es t ág io  V) .  Re la t i vamente  aos  m achos  ( f i gu ra  
12 ) ,  uma  vez  ma i s  no  mês  de  s e tem bro  apenas  s e  ob t eve  
espéc imes  c om a  gónada  em  c resc imen to  ( es t ág io  I I ) .  Em 
novembr o  t odos  os  i nd i v íduos  amos t rados  ap r es en tavam  uma 
gónada  m adu ra  ( es tág io  I I I )  e  nos  mes es  de  ab r i l  e  m a io  s ó  f o ram 
enc on t r ados  t úbu los  das  g ónadas  pa rc i a lmen t e  vaz ios  ( es tág io  
I V ) .   
 
 
 
Figura 11. Percentagem de estágios de maturação dos túbulos da gónada, consoante os 
diferentes meses em estudo para as fêmeas de Holothuria forskali (n=56). 
 
 
 
Figura 12. Percentagem de estágios de maturação dos túbulos da gónada, consoante os 
diferentes meses em estudo para os machos de Holothuria forskali (n=35). 
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Ass im ,  é  pos s íve l  r e f e r i r  que ,  pa ra  as  f êmeas ,  ob t eve -se  um  
to t a l  de  14 . 28%  de  i nd i v íduos  no  es tág io  de  c r es c imen to  ( I I ) ,  
48 .22%  no  es tág io  I I I ,  8 . 93%  no  es t ág io  I V  e  28 . 57%  no  es tág io  V .  
Re la t i vam ent e  aos  m achos ,  ob t eve -s e  um  t o ta l  de  14 . 28%  de  
i nd i v íduos  n o  es t ág io  de  c resc imen to  I I ,  51 . 43%  no  es t ág io  I I I ,  
37 .1 4% no  es tág io  I V  e  0% no  es t ág io  V .  
 
Re la t i vam ent e  à  es péc ie  Holo thu r ia  mamm ata ,  uma  vez  m a is  
f o i  obser vado  ma is  do  que  um  es t ág io  de  mat u ra ção  da  gónada  em 
a lguns  meses .  Para  as  f êmeas  ( f i gu r a  13 )  no  mês  de  dezembro  
apenas  s e  obser vou  es péc im es  c om  a  gónada  desovada  ( es t ág io  
V )  e  em  març o ,  ab r i l  e  j unho ,  as  f êmeas  co lec tadas  ap resen tavam 
um a  gónada  madu ra  ( es tág io  I I I ) .  Re la t i vam ent e  aos  machos  
( f i gu ra  14 ) ,  no  mês  de  novembr o ,  dezembr o ,  ab r i l  e  m a io  apenas  
s e  ob t i ve r am  es péc im es  com  a  gónada  m adura  ( es t ág io  I I I )  e  nos  
meses  de  mar ço  e  j unho  t odos  os  i nd i v íduos  am os t r ados  
ap resen tavam um a gónada  em c res c imen to  ( es t ág io  I I ) .  
 
 
 
Figura 13. Percentagem de estágios de maturação dos túbulos da gónada, consoante os 
diferentes meses em estudo para as fêmeas de Holothuria mammata (n=29). 
 
 
 
Figura 14. Percentagem de estágios de maturação dos túbulos da gónada, consoante os 
diferentes meses em estudo para os machos de Holothuria mammata (n=22). 
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Ass im ,  é  pos s íve l  r e f e r i r  que ,  pa ra  a s  f êmeas ,  ob t eve -se  um 
to t a l  de  1 7 .2 4%  de  i nd i v íduos  no  es tág io  de  c r es c i men to  ( I I ) ,  
5 8 .6 2%  no  es tág io  I I I ,  1 0 .3 5%  no  es tág io  I V  e  1 3 .79 %  no  es tág io  
V .  Re la t i vamente  aos  m achos ,  ob t eve -se  um t o ta l  de  3 6 .3 6%  de  
i nd i v íduos  no  es tág io  de  c r es c im en t o ,  5 4 . 55%  no  es t ág io  I I I ,  
9 . 09% no  es t ág io  IV  e  0% no  es t ág io  V .  
 
Re la t i vam ent e  às  a ná l i ses  h i s to l óg icas  e f e tuadas ,  na  f ig u ra  
15 ,  é  poss íve l  obse r va r  d i f e ren t es  e tapas  da  oogénes e ,  ou  s e ja ,  o  
des envo l v im en to  dos  oóc i t os  das  f êmeas  de  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i .  
Nes ta  f i gu r a  obse rva -s e  os  4  es t ados  de  oógenese :  c resc imen to  
( A) ,  m aduro  (B) ,  pa rc ia lmen te  des ovado  ( C)  e  desovado  ( D) .  Não  
f o i  obser vado  o  p r ime i r o  es tado  ( recuperação) .  
 
 
Figura 15. Observação dos 4 estados de oogénese nas fêmeas de Holothuria forskali. A – 
Ovário com oócitos em crescimento e presença de primeiros oócitos vitelogénicos (pov) e 
oócitos vitelogénicos intermédios (ovi). B – Ovário com oócitos maduros, com presença de 
folículos (f) e vesícula germinal (vg). C - Ovário parcialmente desovado, presença de oócitos 
residuais (or). D - Ovário desovado, sem presença de oócitos. A: 27.1 µm, B: 113 µm; C: 76.4 
µm, D: 24.8 µm. 
Na  f igu r a  16 ,  podem  obs er va r - se  d i f e r en t es  e tapas  da  
espermat ogénese ,  ou  se j a ,  o  des envo l v imen to  dos  espermat óc i t os  
dos  machos  de  Ho lo thu r i a  f o r s ka l i .  Nes t a  f i gu r a  é  poss íve l  
obs er va r  os  4  es tados  de  espe rmatogé nese :  c r esc imen to  (A) ,  
A B 
C D 
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madur o  ( B) ,  pa rc ia lmen te  vaz io  ( C)  e  vaz io  (D) .  Não  f o i  obs er vado  
o  p r ime i r o  es t ado  ( r ecuper aç ão) .  
 
Figura 16. Observação dos 4 estados de espermatogénese nos machos de Holothuria forskali. 
A – Espermatócitos (esp) em crescimento tardio (acumulação de espermatozoa (e) nos 
túbulos. B - Presença de espermatozoa (espermatócitos (esp) evidentes). C - Testículos 
parcialmente vazios e presença de espermatozoa (e). D - Testículos vazios (podem conter 
espermatozoa não libertado (e) Escala – A: 30.1 µm; B: 97.7 µm; C: 46.2 µm; D: 20.3 µm. 
Na  f igu r a  1 7 ,  obs er va -s e  d i f e ren tes  e tapas  da  oogénes e ,  ou  
s e ja ,  o  desenvo l v imen to  dos  oóc i t os  das  f êmeas  de  Ho lo thu r i a  
mamm ata .  Nes t a  f i g u ra  obs er va -se  os  4  es t ados  de  oógenese :  
c r es c im en t o  ( A) ,  m aduro  ( B) ,  pa rc i a lmen t e  des ovado  ( C)  e  
des ovado  (D) .  Não  f o i  obser vado  o  p r ime i r o  es tado  ( recuperação) .  
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C 
C 
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Figura 17. Observação dos 4 estados de oogénese nas fêmeas de Holothuria mammata. A – 
Ovário com oócitos em crescimento e presença de primeiros oócitos vitelogénicos (pov) e 
oócitos vitelogénicos intermédios (ovi). B – Ovário com oócitos maduros, com presença de 
folículos (f) e vesícula germinal (vg). C - Ovário parcialmente desovado, presença de oócitos 
residuais (or). D - Ovário desovado, sem presença de oócitos. A: 35.1 µm, B: 125.6 µm, C: 
86.3 µm, D: 43.7 µm. 
Na  f igu ra  1 8 ,  v i sua l i za -s e  o  es t ado  de  es perm atogénes e ,  ou  
s e ja ,  o  des envo lv im en to  dos  espe rmatóc i t os  dos  machos  de  
Ho lo thu r i a  mammat a .  Nes t a  f i gu ra  é  poss íve l  obser va r  os  4  
es tados  de  es permat ogénes e :  c res c imen t o  (A ) ,  madur o  ( B) ,  
pa rc i a lmen t e  vaz io  ( C)  e  vaz io  (D) .  Não  f o i  obs er vado  o  p r ime i ro  
es tado  ( r ec uperaç ão ) .  
A B 
C D 
.f 
C 
.vg 
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Figura 18. Observação dos 4 estados de espermatogénese nos machos de Holothuria 
mammata. A – Espermatócitos (esp) em crescimento tardio (acumulação de espermatozoa (e) 
nos túbulos. B - Presença de espermatozoa (espermatócitos (esp) evidentes). C - Testículos 
parcialmente vazios e presença de espermatozoa (e). D - Testículos vazios (podem conter 
espermatozoa não libertado (e). Escala – A: 18.6 µm; B: 55.4 µm; C: 32.1 µm; D: 23.8 µm. 
 
4 . 3  Ava l i ação  da  capac idade  An t iox i dan te  
 
 4 . 3 .1  Q uan t i f i caç ão  To t a l  de  Po l i f enó i s  
 
A quan t i f i c ação  to t a l  de  po l i f enó is  das  t r ês  espéc ies  de  
ho lo t ú r ias  em  es t udo  f o i  r ea l i zada  a t r avés  do  mét odo  de  Fo l in  –  
C ioc a l t eu ,  t endo  s i do  ob t i do  os  res u l t ados  em  m i l i g r amas  de  
equ i va len tes  de  ác ido  gá l i co  po r  g rama  de  ex t r a to  (mg  EAG  g - 1  de  
ex t ra t o )  ( f i gu ra  19 ) .  
A B 
C D 
e 
C 
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Figura 19. Quantidade Total de Polifenóis (QTP) em mg EAG g
-1
 de extrato, nas diferentes 
frações de cada holotúria em estudo. Os valores correspondem à média ± Erro padrão da 
média (SEM) (n=3).HF – Holothuria forskali, HM – Holothuria mammata, SR – Stichopus regalis 
 
 A t ravés  da  aná l i s e  da  f igu r a  19  é  pos s íve l  obser va r  q ue  na  
f ração  met anó l i ca  a  espéc ie  Ho lo t hu r i a  f o r sk a l i ,  ap res en t ou  um 
c on t eúdo  super io r  em  po l i f enó i s  (0 .168  ±  0 .0 16  mg  EAG  g - 1  de  
e x t ra t o ) ,  segu ida  da  es péc ie  Ho lo t hu r i a  m ammata  ( 0 . 157  ±  0 . 004  
mg  EAG  g - 1  de  ex t r a to ) .  Re la t i vamente  à  f r aç ão  d i c lo romet ano ,  
um a  vez  m a is  a  es péc ie  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i  f o i  a  que  ap resen tou  
um  c on t eúdo  super i o r  em  po l i f enó is  (0 . 149  ±  0 . 003  mg  EAG  g - 1  de  
ex t ra t o ) ,  s egu ida  t am bém  pe la  es péc ie  Ho lo t hu r ia  m ammat a  ( 0 .145  
±  0 . 00 8  mg  EAG g - 1  de  ex t ra t o ) .  
 
4 . 3 .2  Capac idade  de  r eduç ão  do  r ad ica l  DPPH  
 
A capac idade  de  redução  do  rad ic a l  DPPH dem ons t r ada  
pe los  ex t r a tos  das  ho lo t ú r i as  em es tudo  encon t ra -s e  rep res en t ada  
na  f igu ra  20 .   
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Figura 20. Capacidade de redução do radical DPPH de todas as espécies em estudo a 1 mg 
ml
-1
, consoante as frações orgânicas (metanólica ou diclorometano). Os valores correspondem 
à percentagem de redução relativamente ao controlo ± Erro padrão da média (SEM) (não 
sendo possível visualizar as barras verticais uma vez que o seu valor é muito pequeno) (n=3). 
HF – Holothuria forskali, HM – Holothuria mammata, SR – Stichopus regalis. 
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At ravés  da  aná l i s e  da  f igu ra  2 0  é  pos s íve l  ve r i f i c a r  que ,  na  
f ração  m etanó l i c a ,  a  es péc ie  Ho lo t hu r i a  f o r sk a l i  f o i  a  que  
c l a ram ente  dem ons t r ou  uma  ma io r  pe rc en t agem  de  redução  do  
r ad ic a l  DPPH (29 .33%  ±  0 . 005) ,  segu ida  da  es péc ie  St ic hopus  
r ega l i s  ( 13 .16%  ±  0 . 002) .  Re la t i vament e  à  f r aç ão  d ic l o rom etano ,  a  
espéc ie  Holo thu r ia  m ammata  f o i  a  q ue  ap r esen tou  um a  m a io r  
pe rc en t agem  de  redução  (11 .88%  ±  0 . 001) ,  segu ida  da  espéc ie  
St i chopus  r ega l i s  ( 9 . 54% ±  0 . 004) .  
 
 
4 . 3 .3  Capac idade  de  c ap t ação  do  rad i ca l  pe róx i l o  (ROO°)  -  
Mé t odo  ORAC.  
 
A c apac idade  de  c ap tação  do  rad i c a l  pe r óx i lo  (ROO°)  -  
Mé t odo  O RAC,  demons t r ada  pe los  ex t ra t os  das  ho lo tú r i as  em 
es tudo  encon t ra -s e  rep resen tada  na  f igu ra  21 .   
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Figura 21. Capacidade de captação do radical peróxilo (ROO°) - Método ORAC em µM de 
equivalentes de trolox por grama de extrato, nas diferentes frações de cada holotúria em 
estudo. Os valores correspondem à média ± Erro padrão da média (SEM) (n=3). HF – 
Holothuria forskali, HM – Holothuria mammata, SR – Stichopus regalis 
 
Na  f igu ra  2 1 ,  é  poss íve l  ve r i f i ca r  que  n a  f ração  met anó l i c a ,  a  
espéc ie  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i  f o i  a  q ue  demons t rou  um  ma io r  
c on t eúdo  de  equ iva len tes  de  t r o lox  ( 81 .0  ±  3 . 38  μ M  g - 1  de  
ex t ra t o ) ,  s egu ida  da  espéc ie  St ic hopus  rega l i s  pa r a  a  f r aç ão  
d i c lo r ometano  ( 43 . 0  ±  4 .4 2  μ M  g - 1  de  ex t ra t o ) .  
 
 
4 . 4  Ava l i ação  da  capac idade  an t im ic rob iana  
  
4 . 4 .1  Capac idade  an t i bac te r iana  
 
Par a  a  ava l iaç ão  da  capac idade  an t ibac t e r iana  dos  ex t ra tos  
de  ho lo t ú r ias ,  f o ram  u t i l i zadas  vá r ias  bac té r i as  gr am  pos i t i vas  e  
g ram  nega t i vas  de  re f e rênc ia ,  de  f o rma  a  pe rc eber  pa ra  qua i s  as  
ho lo t ú r ias  ap res en t avam  um  m a io r  po t enc ia l  de  reduç ão  do  
c r es c im en t o .  Ass im ,  f o ram  rea l i zados  t es t es  à  c oncen t ração  
máx im a  ( 1  mg  m l - 1 )  pa r a  E.  co l i  ATCC ( 25922) ,  E.  c o l i  ATCC 
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( 10536) ,  Bac i l l u s  s ub t i l i s ,  Pseudomonas  ae rug inosa ,  
Staphy locc oc us  au r eu s  e  Sa lmone l la  en té r i ca .  Fo i  esco lh ido  um 
pon t o  na  c u r va  de  c r es c imen t o  pa r a  cada  m ic r o rgan ismo 
c o r responden te  à  sua  f ase  exponenc ia l  de  c r esc im en to  ( f i gu ra  22 ) .   
Figura 22. Curva de crescimento para os microrganismos em estudo. As linhas verticais 
indicam o Erro padrão da média (SEM). A: E. coli (ATCC 10536), B: E. coli (ATCC 25932), C: 
B. subtilis, D: P. aeruginosa, E: S. aureus, F: S. entérica. 
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Re la t i vam ent e  à  capac idade  de  r eduç ão  do  c r es c imen to  dos  
m ic r o rgan ism os  em  es tudo ,  pe la  p res ença  dos  ex t ra t os  de  
ho lo t ú r ias ,  apenas  se  obs er vou  resu l t ados  pos i t i vos  pa ra  S.  
a u reus  para  as  t rês  espéc ies  de  ho lo tú r i as  e  em  ambas  as  f raç ões  
o rgân ic as .  As s im ,  a  espéc ie  Ho lo thu r ia  f o r s ka l i ,  f r aç ão  
d i c lo r ometano ,  f o i  a  espéc ie  que  p ropor c ionou  um  m a io r  
dec r ésc im o  no  c r es c imen t o  des t e  m ic r o rgan i smo,  em  re l aç ão  ao  
c on t r o lo  ( 51 . 85% ±  0 . 01 ) .  P ara  Ho lo thu r ia  mammat a  as  
pe rc en t agens  de  r eduç ão  do  c r esc imen to  de  S.  au reus  
r e l a t i vament e  ao  c on t ro l o  f o ram de  13 . 11%  ±  0 . 02  ( f r ação  
met anó l i ca )  e  28 . 78%  ±  0 .0 2  ( f r ação  d ic l o rom etano) .  A  espéc ie  
St i chopus  r ega l i s  i nduz iu  uma  reduç ão  do  c res c imen t o  de  19 . 73% 
±  0 .0 2  ( f r ação  m etanó l i c a )  e  28 . 84%  ±  0 .0 1  ( f r ação  
d i c lo r ometano) .   
 Fo ram  ve r i f i c adas  d i f e renç as  es ta t i s t i c amente  s ign i f i c a t i vas  
em  r e lação  ao  c on t ro l o ,  ao  n íve l  de  s ign i f i c ânc ia  de  5% ,  pa r a  as  
t rês  es péc ies  em  ambas  as  f raç ões  o rgân i cas  em es t udo  ( ANOVA,  
F ( 6 , 4 1 ) =48 .39 ,  p< 0 .05 )  ( f i gu ra  23 ) .  
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Figura 23. Efeito dos extratos de holotúrias de ambas as frações orgânicas (1 mg ml
-1
) no 
crescimento de S. aureus. As linhas verticais indicam o Erro padrão da média (SEM) (não 
sendo possível visualizar as barras verticais uma vez que o seu valor é muito pequeno). # - 
p<0.05 representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao controlo. (n=8). V – 
Veículo, HF – Holothuria forskali, HM – Holothuria mammata, SR – Stichopus regalis 
 
4 . 4 .2  Capac idade  An t i f úng i ca   
 
Par a  a va l ia r  a  capac idade  an t i f úng ic a  f o ram  u t i l i zadas  a  
Sac charomy ces  ce rev i s i ae  e  Cand ida  a lb ic ans .  I n i c ia lmen te  
s egu iu - se  o  c r es c imen to  da  S.  c e rev is i ae  a o  longo  do  tem po  ( 0 -42  
ho ras )  pe la  l e i t u r a  da  dens idade  ó p t i c a  ( DO)  a  600  nm.  
Re la t i vam ent e  a  C.  a l b icans ,  o  c resc imen to  f o i  segu ido  du ran te  15  
ho ras .  Fo i  esco lh i do  um  pon t o  na  cu r va  de  c resc imen to  
c o r responden te  à  sua  f ase  exponenc ia l  de  c r esc im en to  ( f i gu ra  24 ) .    
Resultados 
 
47 
 
0 6 12 18 24 30 36 42 48
0
1
2
3
4
5
A
Tempo (h)
C
re
s
c
im
e
n
to
 d
e
S
. 
c
e
re
v
is
ia
e
(6
0
0
 n
m
)
 
0 4 8 12 16 20 24 28
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
B
Tempo (h)
C
re
s
c
im
e
n
to
 d
e
C
. 
a
lb
ic
a
n
s
(6
0
0
 n
m
)
 
Figura 24. Curva de crescimento para S. cerevisiae (A) e C. albicans (B). As linhas verticais 
indicam o Erro padrão da média (SEM) (n=8).  
 
Re la t i vam ent e  à  capac idade  de  r eduç ão  do  c r esc im en to  do  
m ic r o rgan ism o,  pa ra  S.  ce r ev is i ae ,  f o i  poss íve l  obser va r  que  todos  
os  ex t ra t os  de  ho lo t ú r ias ,  de  t odas  as  f rações  o rgân icas  
ap resen ta r am um po tenc ia l  de  redução  do  c resc imen to ,  s endo  a  
espéc ie  St ic hopus  rega l i s ,  f r aç ão  met anó l i ca ,  a  espéc ie  que  
ap resen tou  um  ma io r  dec résc imo  no  c r es c im en t o  em  re l aç ão  ao  
c on t r o lo ,  de  62 .80%  ±  0 . 02 .  No  que  d i z  r espe i t o  às  res t an t es  
espéc ies ,  pa ra  Holo t hu r i a  mammat a  a s  pe rc en t agens  de  reduç ão  
do  c r es c im en t o  de  S.  c e rev i sae  r e l a t i vamente  ao  con t ro lo  f o r am de  
39 .4 4%  ±  0 . 02  ( f r ação  m etanó l i c a )  e  44 . 71%  ±  0 . 01  ( f r ação  
d i c lo r ometano) .  Par a  a  espéc ie  Ho lo thu r ia  f o r s ka l i ,  as  
pe rc en t agens  de  r eduç ão  f o ram  de  26 . 51%  ±  0 .0 2  ( f r ação  
met anó l i ca )  e  57 .06% ±  0 .01  ( f r ação  d i c lo r ometano) .   
Pa r a  Cand ida  a lb ic ans  f o i  t ambém  ve r i f i cado  que  t odos  os  
ex t ra t os  ap r es en ta r am um  po tenc ia l  de  r edução  de  c r es c imen t o ,  
s endo  um a vez  m a is  a  espéc ie  St ichopus  rega l i s ,  f r ação  
met anó l i ca ,  a  es péc ie  q ue  ap r es en tou  um  m a io r  dec résc imo  no  
c r es c im en t o  em  r e lação  ao  c on t r o l o ,  de  86 .20%  ±  0 . 03 .  No  que  d i z  
r espe i t o  às  r es tan t es  e spéc ies ,  pa ra  Ho lo t hu r ia  mamm ata  as  
pe rc en t agens  de  r eduç ão  do  c r esc imen t o  r e la t i vamente  ao  c on t r o lo  
f o ram  de  35 . 48% ±  0 .0 9  ( f r ação  met anó l i ca )  e  28 .4 4%  ±  0 .05  
( f r ação  d i c lo r ometano) .  Para  a  es péc ie  Holo thu r ia  f o r s ka l i ,  as  
pe rc en t agens  de  r eduç ão  f o ram  de  85 . 32%  ±  0 .0 1  ( f r ação  
met anó l i ca )  e  2 . 19% ±  0 . 06  ( f r aç ão  d ic l o rom etano) .  
Fo ram  ver i f i c adas  d i f e renç as  es ta t i s t i c amente  s ign i f i c a t i vas  
em  re l aç ão  ao  con t ro l o  pa r a  os  do is  m ic r o rgan ism os  em es t udos ,  
ao  n íve l  de  s ign i f i c ânc ia  de  5%  ( ANOVA,  F ( 6 , 4 1 ) = 48 .39  pa ra  S.  
c e rev is iae  e  F ( 6 , 3 2 ) =57 .45 ,  p<0 . 05  pa ra  C.  a lb ic ans ) ,  nas  t rês  
espéc ies  em  ambas  as  f rações  o rgân i cas ,  à  exc eção  da  f ração  
d i c lo r ometano  da  es péc ie  Ho lo thu r i a  f o r s ka l i  pa r a  C.  a l b icans  
( f i gu ra  25 ) .  
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Figura 25. Efeito dos extratos de holotúrias de ambas as frações orgânicas (1 mg ml
-1
) no 
crescimento de S. cerevisiae (A) e C. albicans (B). As linhas verticais indicam o Erro padrão da 
média (SEM) (não sendo possível visualizar as barras verticais uma vez que o seu valor é 
muito pequeno). # - p<0.05 representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao 
controlo. V – Veículo, HF – Holothuria forskali, HM – Holothuria mammata, SR – Stichopus 
regalis 
 
De  m odo  a  ava l i a r  a  po tênc ia  do s  e fe i t os  ve r i f i c ados  pe las  
f rações  que  dem ons t ra r am  uma  per cen tagem  de  in i b i ção  s uper io r  
ou  igua l  a  50%,  pa ra  a  co nc en t r aç ão  máx im a t es t ada  ( 1  mg  m l - 1 )  
n o  c r es c im en t o  de  C.  a l b icans ,  dec id i u - s e  ava l ia r  a  dependênc ia  
da  conc en t r aç ão  dos  e f e i t os  ob t idos .  Ass im ,  ava l i ou - se  a  
dependênc ia  de  conc en t r aç ão  (30 -1000  μg  m l - 1 )  dos  ex t r a tos  
met anó l i cos  das  es péc ies  Ho lo thu r i a  f o r ska l i  e  St ic hopus  rega l i s .  
Os  r esu l t ados  enc on t r am-s e  express os  na  f igu r a  26 .  
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Figura 26. Crescimento de C. albicans a 37ºC (10 horas) na presença dos extratos da fração 
metanólica das holotúrias Holothuria forskali e Stichopus regalis (30-1000 μg ml
-1
) e 
Anfotericina B (3-100 μg ml
-1
). Os símbolos representam a média de 3 experiências 
independentes; as linhas verticais indicam o Erro padrão da média (SEM). 
 
Pe la  aná l i se  da  f igu ra  26 ,  a  dependênc ia  de  c oncen t r ação  
r ea l i zada  pa r a  as  espéc ies  Ho lo t hu r ia  f o r sk a l i  e  St i chopus  r ega l i s ,  
f r ação  m etanó l i c a ,  demons t rou  que  ex is t iu  a  r edução  do  
c r es c im en t o  de  C.  a l b i cans  de  um a  f o rma  dependen te  da  
c oncen t raç ão ,  s endo  es t e  f a c to  ma i s  ev iden te  pa ra  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i  do  que  pa ra  St ic hopus  rega l i s .  
A  rea l i zaç ão  des tes  ensa ios  pe rm i t i u  de f in i r  a  conc en t ração  
de  ex t r a to  nec essá r i a  pa r a  reduz i r  50% do  c r esc imen to  des t e  
f ungo  ( I C 5 0 ) ,  es t ando  os  va lo r es  de  IC 5 0  r ep resen t ados  na  tabe la  
V .  
 
Tabela V. Determinação dos valores de IC50 para a fração metanólica de Holothuria forskali e 
Stichopus regalis na redução do crescimento de C. albicans, 37 
0
C, 10 horas. 
H o l o t ú r i a s  M e t a n o l  
I C 5 0 ( μ g  m l
- 1
)  
H o l o t h u r i a  f o r s k a l i  2 3 3 . 2  ( 1 6 8 . 2  –  3 2 3 . 4 )  
S t i c h o p u s  r e g a l i s  4 7 5 . 4  ( 2 7 1 . 0  –  8 3 4 . 0 )  
* A n f o t e r i c i n a  B  ( c o n t r o l o  p o s i t i v o )  I C 5 0 =  1 1 9 . 3  μ g  m l
- 1
 ( 8 9 . 8 - 1 5 8 . 5  μ g  m l - 1 ) .  
O s  v a l o r e s  r e p r e s e n t a m  m é d i a s  d e  t r i p l i c a d o s  c o m  u m  g r a u  d e  c o n f i a n ç a  d e  
9 5 % .  
 
4 . 5  Ava l i ação  da  a t i v i dade  c i t o tóx i ca  dos  ex t r a tos  de  ho lo t ú r ias  
s obr e  os  mode los  ce lu la r es  MCF - 7  e  HepG -2  
 
4 . 5 .1 .  E fe i t os  de  t ox i c i dade  dos  ex t r a tos  de  ho lo t ú r i as  nas  
l i nha s  ce lu la r es  MCF- 7  e  HepG -2  
 
A ava l i aç ão  da  tox i c i dade  dos  ex t ra t os  de  ho lo t ú r ias  sob re  a  
v i ab i l i dade  c e lu l a r  das  l i nhas  c e lu la r es  em  es tudo  f o i  r ea l i zada  
após  a  c on f luênc ia  t o t a l  nas  p lacas  de  cu l t u r a .  F i ndo  es te  pe r íodo  
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de  5  a  6  d i as ,  i ncubou - se  as  cé lu l as  c om  os  ex t ra t os  de  ho lo t ú r ias  
c o r responden tes  à  f r aç ão  met anó l i ca  e  d i c lo r omet ano ,  à  
c oncen t raç ão  de  1  mg  m l - 1  ( c onc en t ração  máx im a) .  Os  r esu l t ados  
ob t idos  demons t ra r am o  e f e i t o  das  duas  f rações  tes t adas  na  
v i ab i l i dade  c e lu la r  das  c é lu las  MCF-7  (A)  e  HepG -2  ( B) ,  após  24  
ho ras  de  inc ubaç ão ,  e  c ons oan te  os  do is  mé t odos  de  aná l i s e ,  MTT  
e  ca lc e ína  –  AM (F ig u ra  27 ) .  
Com o  é  poss íve l  ve r i f i ca r  pe la  f i gu ra  27 ,  na  s i t uação  A ,  ou  
s e ja ,  pa r a  a  l i nha  c e lu l a r  MCF -7 ,  a  es péc ie  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i  f o i  
a  que  ap r es en tou  uma  ma io r  pe rc en t agem de  reduç ão  da  
v i ab i l i dade  ce lu l a r  c ompara t i vamente  ao  con t r o l o .  Es t a  redução  f o i  
ma i s  no tó r i a  na  f r ação  met anó l i ca  a t r avés  do  m étodo  de  MTT  
( 0 .00%  ±  0 . 32  de  c é lu l as  v i áve is ) ,  sendo  que  pa r a  o  mét odo  de  
c a lc e ína  –  AM,  a  pe rcen tagem  d e  v i ab i l i dade  c e lu l a r  f o i  de  57 . 90% 
±  9 . 23  de  c é lu las  v i áve i s .  A inda  pa ra  a  mesm a  es péc ie ,  m as  pa ra  
a  f r aç ão  d ic lo r omet ano ,  os  resu l t ados  f o ram  ma is  po ten tes  uma 
ve z  m a i s  pa ra  o  mét odo  de  MTT  ( 68 . 3 5%  ±  1 . 96  de  c é lu las  
v i áve i s ) .  Par a  as  r es tan tes  espéc ies  e  s uas  res pe t i vas  f rações  
o rgân ic as  e  m étodos ,  apenas  a  es péc ie  St ic hopus  r ega l i s  da  
f ração  d ic l o rom etano  ap resen tou  uma  pequena  perc en tagem  de  
r edução  da  v i ab i l i dade  c e lu l a r  c ompara t i vamente  ao  con t r o l o ,  pa ra  
o  m étodo  de  MTT  (85 . 8 7% ±  0 . 88  de  cé lu las  v iáve is ) .  
Fo ram  ve r i f i cadas  d i f e renç as  es t a t i s t i c amente  s ign i f i ca t i vas ,  
ao  n íve l  de  s ig n i f i c ânc ia  de  5%,  em  r e l aç ão  ao  con t ro l o  pa ra  
am bos  os  m étodos  e  pa ra  am bas  as  espéc ies  à  exc eç ão  das  
f rações  m etanó l i cas  das  es péc ies  Holo thu r ia  m ammat a  e  
St i chopus  r ega l i s  pa ra  o  mét odo  de  MTT  e  Ca lc e ína  –  AM e  
Ho lo thu r i a  f o r ska l i  e  Holo thu r ia  mammat a  n a  f raç ão  d i c l o r omet ano  
pa ra  Ca lc e ína  -  AM ( ANO VA,  F ( 6 , 5 3 ) = 280 . 7 ,  p<0 . 05  pa r a  MTT  e  
F ( 6 , 5 2 ) =21 .12 ,  p< 0 . 05  pa ra  Ca l ce ína  –  AM) .  
Par a  a  l i nha  ce lu l a r  HepG - 2  ( F igu ra  27 ,  s i t uação  B) ,  uma  vez  
ma i s  a  espéc ie  Ho lo t hu r i a  f o r ska l i  f o i  a  que  ap resen t o u  um a  ma io r  
pe rc en t agem de  reduç ão  da  v iab i l i dade  ce lu la r  c ompa ra t i vamente  
ao  con t ro l o .  Es t a  redução  vo l t ou  a  se r  ma io r  na  f raç ão  met anó l i ca  
e  pa ra  o  m é todo  de  MTT  ( 8 .70%  ±  2 .4 4  de  cé lu las  v i áv e i s ) ,  s endo  
que  pa r a  o  m étodo  de  ca lc e ína  –  AM,  a  pe r cen t agem  de  
v i ab i l i dade  c e lu l a r  f o i  de  21 . 66%  ±  1 .0 7  de  c é lu las  v i áve i s .  A inda  
pa ra  a  mesma  espéc ie ,  mas  pa r a  a  f r ação  d ic lo r omet ano ,  os  
r esu l t ados  f o ram  ma is  po t en t es  uma vez  ma i s  pa r a  o  mét odo  de  
MTT  (71 .2 9% ±  1 .72  de  cé lu l as  v i áve is ) .   
Re la t i vam ent e  à  l i nha  c e lu l a r ,  HepG -2  ( B) ,  f o ram  ve r i f i cadas  
d i f e renç as  es t a t i s t i c amente  s ign i f i ca t i vas  em  r e lação  ao  c on t r o lo  
pa ra  ambas  as  es péc ies  e  am bos  os  mét odos ,  à  exc eção  de  
Ho lo thu r i a  mammata ,  f r aç ão  d i c lo r omet ano  e  St ichopus  rega l i s ,  
f r ação  met anó l i ca  pa ra  o  m ét odo  de  MTT  e  Holo thu r ia  mamm ata  e  
St i chopus  rega l i s ,  am bas  na  f ração  met anó l i ca  pa r a  o  mét odo  de  
Ca lc e ína  –  AM ( ANO VA,  F ( 6 , 5 3 ) =88 . 63 ,  p< 0 . 05  pa ra  MTT  e  
F ( 6 , 5 3 ) =2 27 . 8 ,  p< 0 . 05  pa ra  Ca l ce ína  –  AM) .  
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Figura 27. Efeito dos extratos de holotúrias (1mg ml
-1
) para as duas frações orgânicas 
utilizadas (M- metanol; D- diclorometano), na viabilidade celular das células MCF-7 (A) e HepG-
2 (B) (% controlo) após 24 horas de incubação. Os valores correspondem à média ± Erro 
padrão da média (SEM) (n=8). # - p<0.05 representa diferenças estatisticamente significativas 
do método MTT em relação ao controlo, *- p<0.05 representa diferenças estatisticamente 
significativas do método Calceína – AM, em relação ao controlo. V – Veículo, HFM – Holothuria 
forskali, fração metanólica, HFD – Holothuria forskali, fração diclorometano, HMM – Holothuria 
mammata, fração metanólica, HMD – Holothuria mammata, fração diclorometano, SRM – 
Stichopus regalis, fração metanólica, SRD – Stichopus regalis, fração diclorometano. 
 
De  m odo  a  pe rc eber  se  a  r eduç ão  da  v i ab i l i dade  ce lu la r  
oco r r eu  de  um  modo  dependen te  da  concen t ração ,  dec id iu - se  
r ea l i za r  um  ensa io  de  dependênc ia  da  c onc en t r aç ão  em ambas  as  
l i nhas  c e lu l a res ,  pa r a  a  es péc ie  Ho lo thu r ia  f o r ska l i ,  f r aç ão  
met anó l i ca ,  dado  que  f o i  a  ún ic a  que  ap r esen tou  um a  capac idade  
de  redução  igua l  ou  super io r  a  50%,  pa ra  a  conc en t r ação  máx ima 
tes tada  de  1  mg  m l - 1  du ran te  24  ho r as  (F igu r a  2 8 ) .  
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Figura 28. Dependência da concentração (10 – 1000μg ml
-1
) da fração metanólica de 
Holothuria forskali, que reduziu (≥ 50%, 1 mg ml
-1
) a viabilidade celular das células MCF7 (A) e 
HepG-2 (B) em ambos os métodos. Os símbolos correspondem à média ± Erro padrão da 
média (SEM) (n=8). 
 
Pe la  aná l i se  da  f igu ra  28 ,  a  dependênc ia  de  c oncen t r ação  
r ea l i zada  pa r a  a  es péc ie  Ho lo t hu r ia  f o r sk a l i ,  f r ação  m etanó l i ca ,  na  
s i t uaç ão  A ,  demons t rou  que  ex is t iu  a  redução  da  v i ab i l i dade  
c e lu l a r  de  uma  f o rma  dependen t e  da  conc en t r ação ,  sendo  es te  
f ac to  m a is  ev iden te  pa ra  o  mét odo  de  MTT  do  que  pa r a  a  c a l ce ína  
-  AM.  Re la t i vamente  à  s i t uação  B ,  pa ra  as  cé lu l as  HepG - 2 ,  uma 
vez  ma i s  se  ve r i f i c ou  um a r eduç ão  da  v i ab i l i dade  c e lu la r  
dependen te  da  c oncen t ração ,  sendo  tam bém  ma is  marc ado  es te  
e f e i t o  pa r a  o  m ét odo  de  MTT .   
A rea l i zaç ão  des tes  ensa ios  pe rm i t i u  de f in i r  a  conc en t ração  
de  ex t r a to  necessá r i a  pa r a  r eduz i r  50%  da  v i ab i l i dade  ce lu la r  
( I C 5 0 ) ,  e s tando  os  va lo r es  de  I C 5 0  r ep r esen tados  na  tabe la  V I  
( MCF- 7 )  e  V I I  (HepG -2) .  
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Tabela VI. Determinação dos valores de IC50 para Holothuria forskali, fração metanólica, 
consoante os dois métodos, na redução da viabilidade celular das células MCF-7. 
 M T T  
I C 5 0  ( μ g  m l - 1 )  
C a l c e í n a  –  AM  
I C 5 0  ( μ g  m l
- 1
)  
H o l o t h u r i a  f o r s k a l i  
( f r a ç ã o  m e t a n ó l i c a )  
2 3 8 . 2  ( 1 8 2 . 3  –  3 1 1 . 4 )  9 4 5 . 2  ( 6 5 4 . 2  –  
1 3 6 6 . 0 )  
 
 
Tabela VII. Determinação dos valores de IC50 para Holothuria forskali, fração metanólica, 
consoante os dois métodos, na redução da viabilidade celular das células HepG-2. 
 M T T  
I C 5 0  ( μ g  m l - 1 )  
C a l c e í n a  –  AM  
I C 5 0  ( μ g  m l
- 1
)  
H o l o t h u r i a  f o r s k a l i  
( f r a ç ã o  m e t a n ó l i c a )  
3 9 6 . 0  ( 2 8 4 . 7  –  5 5 0 . 8 )  8 5 5 . 2  ( 5 9 7 . 4  –  
1 2 2 4 . 0 )  
 
Pa r a  am bas  as  l i nhas  ce lu l a res ,  o  mét odo  de  MTT  f o i  o  que  
ex ib i u  os  va lo res  de  IC 5 0  m a is  ba i xos ,  c om  os  va lo r es  de  238 .2  μg  
m l - 1  e  396 . 0  μg  m l - 1 ,  r espe t i vam ent e .  
 
4 . 5 .2  E f e i t o  dos  ex t r a tos  de  ho lo tú r ias  sobre  a  p ro l i f e ração  
c e lu l a r  das  l i nhas  c e lu l a res  MCF- 7  e  HepG –  2  
 
Par a  a va l ia r  o  e fe i t o  dos  ex t r a tos  de  ho lo tú r i as  sob re  a  
p ro l i f e raç ão  c e lu la r ,  p r oc edeu -s e  à  incubação  das  cé lu l as  com  a  
f ração  met anó l i ca  e  d ic l o rom eta no  após  36h  do  i n íc io  da  cu l t u ra .  
Todos  os  ex t ra t os  f o ram  tes tados  à  conc en t r aç ão  de  1  mg  m l - 1 .  Os  
r esu l t ados  ob t idos  enc on t r am -se  ap r es en t ados  em  perc en t agem do  
c on t r o lo  e  demons t ram  o  e f e i t o  dos  ex t ra t os  sobre  a  p r o l i f e ração  
c e lu l a r  das  cé lu l as  MCF - 7  e  HepG-2 ,  após  24  ho ras  de  i ncubação  
( F igu r a  2 9 ) .  
Ta l  c omo  pode  se r  obs er vado  na  f igu ra  2 9 ,  pa ra  a  s i t uação  A  
( l i nha  ce lu la r  MCF -7 ) ,  a  espéc ie  Ho lo thu r i a  f o r sk a l i ,  f r ação  
met anó l i ca ,  ap r esen tou  um a r edução  to t a l  ( 100%  ±  0 . 23 )  da  
p ro l i f e raç ão  c e lu la r ,  pe lo  mét odo  de  MTT .  Para  a  m esma  es pé c ie ,  
na  f ração  d i c lo r omet ano  e  pe lo  mét odo  de  ca lc e ína  -  AM,  houve  
tam bém  uma  reduç ão  da  p ro l i f e raç ão  ce lu la r  em  45 . 48%  ±  1 .87 .  
Re la t i vam ent e  às  res tan tes  es péc ies ,  apenas  a  St ic hopus  rega l i s ,  
pa ra  a  f r ação  d ic lo r ometano  no  mét odo  de  MTT ,  demons t r ou  a lgum 
po tenc ia l  de  r edução  da  v i ab i l i dade  ce lu la r  ( 20 . 32% ±  4 .12 ) .  
Fo ram  ver i f i cadas  d i f e renç as  es t a t i s t i c amente  s ign i f i ca t i vas ,  
ao  n íve l  de  s ign i f i c ânc ia  de  5%,  em  r e l aç ão  ao  con t ro l o  pa ra  
am bos  os  m étodos  e  pa ra  am bas  as  espéc ie s  à  exc eç ão  das  
f rações  m etanó l i cas  das  es péc ies  Holo thu r ia  m ammat a  e  
St i chopus  rega l i s  e  f r ação  d ic l o r ometano  pa r a  a  es péc ie  
Ho lo thu r i a  mammata ,  pa r a  o  mét odo  de  MTT  e  f raç ões  met anó l i cas  
e  d ic l o rom etano  das  espéc ies  Ho lo thu r ia  mammat a  e  St ic hopus  
r ega l i s  par a  Ca l ce ína  –  AM ( ANO VA,  F ( 6 , 5 7 ) =144 .7 ,  p<0 . 05  pa ra  
MTT  e  F ( 6 , 5 6 ) = 22 . 23 ,  p< 0 . 05  pa ra  Ca l ce ína  –  AM) .  
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Na  l i nha  ce lu l a r  HepG -2  (F igu r a  29 ,  s i t uação  B) ,  uma vez  
ma i s  a  es péc ie  Holo t hu r i a  f o r s ka l i ,  f ração  m etanó l i c a  e  mét odo  de  
MTT ,  f o i  a  que  ap res en t ou  e levada  c apac idade  de  redução  da  
p ro l i f e raç ão  c e l u l a r  r e la t i vamente  ao  c on t r o lo  de  95 . 15%  ±  0 .38 .  
Par a  a  mesma  f ração  m as  des ta  vez  pa ra  o  mét odo  de  c a lc e ína  –  
AM,  a  r edução  da  p r o l i f e ração  c e lu l a r  f o i  de  25 . 69%  ±  2 . 68 .  
Re la t i vam ent e  à  sua  f ração  d ic lo rome t ano  da  es péc ie  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i ,  pa ra  o  mét odo  de  MTT  a  pe rc en t agem de  redução  da  
p ro l i f e raç ão  ce lu la r  re l a t i vam ente  ao  c on t r o lo  f o i  de  18 .74% ±  
5 . 06 .  Por  f im ,  pa r a  as  res t an t es  es péc ies ,  apenas  a  es péc ie  
Ho lo thu r i a  m ammata ,  f r ação  m etanó l i c a ,  é  que  ap r esen tou  a lguma 
c apac idade  de  redução  da  p r o l i f e ração  ce lu la r  ( 28 .08% ±  1 . 30 ) .  
Fo ram  ver i f i cadas  d i f e renç as  es t a t i s t i c amente  s ign i f i ca t i vas ,  
ao  n íve l  de  s ign i f i c ânc ia  de  5%,  em  r e l aç ão  ao  con t ro l o  pa ra  
am bos  os  m étodos  e  pa r a  ambas  as  espéc ies  à  exc eç ão  da  f ração  
d i c lo r ometano  da  es péc ie  St ic hopus  rega l i s  pa ra  o  m étodo  de  MTT  
e  f rações  met anó l i c as  e  d ic l o rom etano  das  es péc ies  Ho lo thu r ia  
mamm ata  e  St ichopus  rega l i s  e  f r ação  d ic lo r omet ano  da  es péc ie  
Ho lo thu r i a  f o r s ka l i ,  pa ra  Ca lc e ína  –  AM ( ANO VA,  F ( 6 , 5 7 ) =1 29 .9 ,  
p<0 .05  pa ra  MTT  e  F ( 6 , 5 7 ) =1 1 .1 0 ,  p< 0 . 05  pa ra  Ca l ce ína  –  AM) .  
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Figura 29. Efeitos dos extratos de holotúrias (1mg ml
-1
) para as duas frações orgânicas 
utilizadas, sobre a proliferação celular das células MCF-7 (A) e HepG-2 (B) (% controlo) após 
24 horas de incubação. Os valores correspondem à média ± Erro padrão da média (SEM) 
(n=8). # - p <0.05 representa diferenças estatisticamente significativas do método de MTT em 
relação ao controlo * - p <0.05 representa diferenças estatisticamente significativas do método 
de calceína - AM em relação ao controlo. V – Veículo, HFM – Holothuria forskali, fração 
metanólica, HFD – Holothuria forskali, fração diclorometano, HMM – Holothuria mammata, 
fração metanólica, HMD – Holothuria mammata, fração diclorometano, SRM – Stichopus 
regalis, fração metanólica, SRD – Stichopus regalis, fração diclorometano. 
 
Pa r a  a  espéc ie  de  ho lo t ú r ia ,  que  ex ib i u  um a capac idade  de  
i n i b i ção  da  p r o l i f e r ação  c e lu l a r  igua l  ou  super i o r  a  50%  para  a  
c oncen t raç ão  m áx ima  t es tada  ( 1mg  m l - 1 )  após  24  ho ras ,  dec id iu - se  
f aze r  ens a ios  de  dependênc ia  da  conc en t r a ç ão .  Os  resu l t ados  
r e f e ren tes  à  f r ação  m etanó l i c a  da  es péc ie  Ho lo t hu r ia  f o r s ka l i  pa ra  
am bas  as  l i nhas  c e lu l a res ,  encon t ram -s e  expr ess os  na  f igu ra  30 .  
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Figura 30. Dependência da concentração (10 – 1000μg ml
-1
) da fração metanólica de 
Holothuria forskali, que reduziu (≥ 50%, 1 mg ml
-1
, 24 horas) a proliferação celular das células 
MCF7 (A) e HepG-2 (B) em ambos os métodos. Os símbolos correspondem à média ± Erro 
padrão da média (SEM) (n=8). 
 
Pe la  aná l i se  da  f igu ra  30 ,  a  dependênc ia  de  c oncen t r ação  
r ea l i zada  pa r a  a  es péc ie  Ho lo t hu r ia  f o r sk a l i ,  f r ação  m etanó l i ca ,  na  
s i t uaç ão  A ,  dem ons t rou  que  ex i s t i u  a  redução  da  p ro l i f e ração  
c e lu l a r  de  uma  f o rma  dependen t e  da  conc en t r ação ,  sendo  es te  
f ac to  m a is  ev iden te  pa ra  o  mét odo  de  MTT  do  que  pa r a  a  c a l ce ína  
-  AM.  Re la t i vamente  à  s i t uação  B ,  pa ra  as  cé lu l as  HepG - 2 ,  uma 
vez  ma is  s e  ve r i f i c ou  uma  redução  da  p r o l i f e ração  c e lu la r  
dependen te  da  c oncen t ração ,  sendo  também  ma is  no tó r i o  es te  
e f e i t o  pa r a  o  m étodo  de  MTT .   
A  rea l i zaç ão  des tes  ensa ios  pe rm i t i u  de f in i r  a  conc en t ração  
de  ex t ra t o  nec essá r i a  pa ra  reduz i r  50%  da  p ro l i f e ração  c e lu l a r  
( I C 5 0 ) ,  es t ando  os  va lo res  de  I C 5 0  r ep resen tados  na  tabe la  V I I I  
( MCF- 7 )  e  IX  (HepG -2) .  
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Tabela VIII. Determinação dos valores de IC50 para Holothuria forskali, fração metanólica, 
consoante os dois métodos, na redução da proliferação celular das células MCF-7. 
 M T T  
I C 5 0  ( μ g  m l
- 1
)  
C a l c e í n a  –  AM  
I C 5 0  ( μ g  m l
- 1
)  
H o l o t h u r i a  f o r s k a l i  
( f r a ç ã o  m e t a n ó l i c a )  
2 6 0 . 3  ( 1 8 6 . 7  –  3 6 2 . 9 )  1 4 4 5 . 0  ( 1 0 1 1 . 0  –  
2 0 6 6 . 0 )  
 
 
Tabela IX. Determinação dos valores de IC50 para Holothuria forskali, fração metanólica, 
consoante os dois métodos, na redução da proliferação celular das células HepG-2. 
 M T T  
I C 5 0  ( μ g  m l
- 1
)  
C a l c e í n a  –  AM  
I C 5 0  ( μ g  m l
- 1
)  
H o l o t h u r i a  f o r s k a l i  
( f r a ç ã o  m e t a n ó l i c a )  
2 1 8 . 7  ( 1 4 9 . 4  –  3 2 0 . 0 )  1 4 6 2 . 0  ( 1 0 0 2 . 0  –  
2 1 3 3 . 0 )  
 
Par a  ambas  as  l i nhas  c e lu l a res ,  o  mét odo  de  MTT  f o i  onde  
s e  ob t i ve ram  va lo res  de  IC 5 0  ma is  ba ixos ,  com  os  va lo r es  de  260 .3  
μg  m l - 1  e  218 . 7  μg  m l - 1 ,  r es pe t i vamente .  
 
 
4 . 6  Q uan t i f i caç ão  da  go r dur a  t o ta l  e  ava l i ação  do  pe r f i l  em  ác idos  
go rdos  das  t rês  espéc ies  de  ho lo t ú r ias  
 
Na  ava l i aç ão  do  pe r f i l  l i p íd i c o  das  t rês  espéc ies  em  es tudo  
f o i  ca lc u lada  a  pe rc en t agem  de  go rdu ra  t o t a l  po r  espéc ie .  Es tes  
r esu l t ados  enc on t ram - se  exp res sos  na  t abe la  X .  
 
Tabela X. Percentagem de gordura total para cada espécie de holotúria. Os valores 
correspondem à média ± desvio padrão (SD) (n=3). (# - p <0.05) representa diferenças 
estatisticamente significativas entre cada uma das espécies. 
 
 % Gordura 
total 
Holothuria 
forskali 
4.83 ± 2.33 
Holothuria 
mammata 
1.00 ± 2.45 
Stichopus  
regalis 
3.63 ± 6.11 
 
É  poss íve l  ve r i f i c a r  que  as  t rês  espéc ies  pos suem  um  n íve l  
ba i xo  de  go rdura ,  s endo  a  es péc ie  Ho lo thu r ia  m ammat a  a  que  
pos su i  um  teo r  de  go r dur a  t o ta l  ma i s  ba i xo ,  embor a  não  se  
ve r i f i quem  d i f e renç as  es ta t i s t i cam ente  s ign i f i ca t i vas  na  go rdura  
t o t a l  en t r e  espéc ies ,  ao  n íve l  de  s ig n i f i cânc ia  de  5%  ( ANOVA,  
F ( 2 , 6 ) =0 . 236 ,  p>  0 . 05 ) .  
A  t abe la  X I  ap resen ta  o  c on j un t o  dos  ác idos  go rdos  com 
ma io r  pe r cen tagem  para  c ada  uma  das  espéc ies .  Também se  
enc on t r a  pa ten te  a  razão  en t re  os  ác idos  go r dos  n3 /n6 .  
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Pe la  aná l i s e  da  t abe la  X I  é  poss íve l  ve r i f i c a r  que  a  espéc ie  
Ho lo thu r i a  m ammata  f o i  a  que  ap resen t ou  um  con teúdo  in f e r io r  em 
ác idos  go rdos  sa t u r ados  ( ∑  SFA )  ( 14 .  18% ±  1 .68 ) ,  as s im  com o em 
ác idos  go rdos  mono insa t u rados  ( ∑  MUFA )  ( 4 . 48%  ±  0 . 26 ) .  Por  
ou t ro  l ado ,  f o i  a  espéc ie  com  va lo r  s uper io r  em  ác idos  go rdos  
po l in sa tu rados  ( ∑ PUFA )  ( 46 . 30%  ±  2 . 18 ) .  Re la t i vam ente  ao  t eo r  
em  ác idos  go rdos  essenc ia is  (EPA,  DHA e  ARA) ,  a  es péc ie  
St i chopus  rega l i s  f o i  a  es péc ie  que  ap res en t ou  uma  perc en tagem  
s uper io r  de  EPA ( C  20 :5  n3 )  ( 1 2 .49%  ±  0 .15 )  e  DHA ( C  22 :6  n3 )  
( 7 .35%  ±  0 . 02 ) .  No  en t an t o ,  a  es péc ie  que  ap resen tou  um 
c on t eúdo  super i o r  em  ARA ( C  20 : 4  n6 )  f o i  a  espéc ie  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i  ( 20 .36% ±  0 . 14 ) .  Re la t i vamente  aos  ác idos  g o rdos  
s a tu r ados ,  a  es péc ie  Ho lo thu r ia  f o r ska l i  f o i  a  que  poss u iu  um t eo r  
e l evado  do  ác ido  pa lm í t i c o  ( C16 :0 )  (9 . 96%  ±  0 .52 ) .  Por  ou t ro  l ado ,  
a  es péc ie  St ic hopus  rega l i s  ap r es en tou  uma  e levada  pe rc en tagem  
em  ác ido  es t eá r i co  (C18 : 0 )  (12 . 43% ±  0 .83 ) .  Re la t i vamente  aos  
ác idos  go r dos  m ono ins a tu r ados ,  a  ma io r  abundânc ia  c en t r a -s e  no  
ác ido  vac én i co  (C18 :1  n - 7 ) ,  com  uma  perc en t agem e levada  de  
abundânc ia  pa r a  St i c hopus  r ega l i s  ( 5 .63% ±  0 . 33 ) .   
Fo ram  ve r i f i c adas  d i f e renç as  es ta t i s t i c amente  s ign i f i c a t i vas  
apenas  en t r e  o  s omat ó r io  dos  ác idos  g o rdos  s a t u rados ,  
mono insa t u rados  e  po l i ns a tu r ados ,  t endo - se  ve r i f i c ado  que  os  
ác idos  go r dos  po l in sa t u rados  ( PUFA)  f o ram  os  que  demons t ra ram 
ess a  d i f e renç a  ( F ∑ á c i d o s  g o r d o s ( 2 , 9 9 ) =  5 . 518 ,  p<0 . 05 ) .  Não  f o ram 
ve r i f i cadas  d i f e renças  es t a t i s t i c amente  s ign i f i ca t i vas  en t re  as  
espéc ies  e  na  c omb inação  de  ác ido  go r do  com  es péc ie  (ANOVA,  
F e s p é c i e s  ( 2 , 9 9 ) =  0 . 312 ,  F e s p é c i e s * á c i d o  g o r d o  ( 4 , 9 9 ) = 0 .307 , p>0 .05 ) .  
 
Tabela XI. Abundância dos ácidos gordos com maior percentagem por espécie. Os valores 
correspondem à média ± desvio padrão (SD) (n=3). (# - p <0.05) representa diferenças 
estatisticamente significativas entre cada uma das espécies.  
Ácido Gordo Holothuria forskali Holothuria mammata Stichopus regalis 
∑ SFA
a
 22.95 ± 0.84
#
 14.18 ± 1.68
#
 24.92 ± 1.73
#
 
C 12:0 0.56 ± 0.00 0.65 ± 0.03 0.17 ± 0.09 
C 14:0 1.20 ± 0.17 0.88 ± 0.02 2.90 ± 0.04 
C 16:0 9.96 ± 0.52 3.74 ± 0.18 9.43 ± 0.77 
C 18:0 11.23 ± 0.16 8.91 ± 1.44 12.43 ± 0.83 
∑ MUFA
b
 6.44 ± 0.63
#
 4.48 ± 0.26
#
 7.65 ± 0.69
#
 
C 18:1 n7 3.83 ± 0.21 2.89 ± 0.15 5.63 ± 0.33 
C 18:1 n9 2.61 ± 0.42 1.59 ± 0.11 2.02 ± 0.36 
∑ PUFA
c
 43.64 ± 0.80
#
 46.30 ± 2.18
#
 42.11 ± 0.38
#
 
C 16:3 4.18 ± 0.03 7.27 ± 0.13 1.19 ± 0.01 
C 18:3 n3 0.98 ± 0.09 1.07 ± 0.19 1.40 ± 0.02 
C 20:2 n6 6.62 ± 0.24 6.35 ± 0.17 0.41 ± 0.04 
C 20:4 n6 20.36 ± 0.14 19.97 ± 1.30 19.29 ± 0.14 
C 20:5 n3 10.49 ± 0.21 10.85 ± 0.37 12.49 ± 0.15 
C 22:6 n3 1.01 ± 0.09 0.79 ± 0.02 7.35 ± 0.02 
n3/n6 0.463 0.483 1.078 
     a
 Saturados. 
b
 Monoinsaturados. 
c
 Polinsaturados.   
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As  ho lo tú r i as ,  m a i s  p r ec is ament e  as  espéc ies  de  r eg iões  
t rop ic a is  t êm  es tado  na  vanguarda  da  c i ênc ia ,  dada  as  cons t an tes  
des cober t as  de  novas  ap l i cab i l i dades ,  t an to  pa r a  a  i ndús t r ia  
f a rmac êu t i c a ,  como  par a  a  c osmét i ca .  Mu i t os  es tudos  têm  s ido  
r epo r tados  na  u t i l i zação  de  ho lo t ú r ias  t an t o  pa ra  a  c u r a  de  
f e r i das ,  com o  par a  o  t r a t amento  de  doenç as  degenera t i vas ,  
c anc ro ,  a r t r i t e s ,  e t c .  A l i ado  a  es te  i n t e resse ,  es tá  o  f a to r  
p r im ord ia l  pe la  qua l  s ão  i n tensam ente  pesc adas  e  cu l t i vadas  em 
aquac u l t u r a ,  a  p roduç ão  de  bêche  –  d e  –  mer .  Es t a ,  s endo  uma 
t rad iç ão  c om  ma is  de  1000  anos ,  con t i nua  a  s e r  mu i to  ap rec iada  
n a  reg ião  as iá t i c a ,  sendo  m esmo  uma  t rad iç ão  o  consum o de  
vá r ias  es péc ies  de  ho lo t ú r ias ,  em  ocas iões  espec ia is .  Ta l  
c onsumo  t em  v indo  a  se r  expand ido  mu i t o  dev ido  ao  e l evado  va lo r  
nu t r i c i ona l  des tes  ind i v íduos .  
A t ravés  de  t éc n ic a s  h is to l óg ic as  é  poss íve l  i n f e r i r  na  
mat u ração  das  gónadas ,  ava l i ando  o  es tado  de  oogénese  
( des envo l v im en t o  dos  oóc i t os )  e  espermat ogénese  
( des envo l v im en t o  dos  es perm atóc i t os ) .  A  ava l ia ção  do  Í nd ice  
Gonadossom át ico ,  a i nda  que  de  c a rác te r  sub je t i vo  (uma  vez  q ue  o  
pes o  r ea l  do  ind i v íduo  é  va r iáve l  dado  o  seu  a l t o  con teúdo  em 
água ,  na  o r dem  dos  80 - 90%,  que  é  pe rd ido  aquando  de  p r oc ess os  
de  manuseamento ) ,  pe rm i te  ava l i a r  o  es tado  de  m atu r aç ão  sexua l  
s azona lm en t e  ( Mo rgan ,  2000 ;  Ramof af i a  e t  a l . ,  2003 ;  Sh ie l l  e  
U th ick e ,  2006 ;  Mu th iga  e t  a l . ,  2009) .  
Embo ra  as  espéc ies  Ho lo t hu r ia  f o r sk a l i  e  Ho lo thu r ia  
mamm ata  ap r es en tem  um a  g rande  d i s t r ibu iç ão  g eog rá f i c a ,  os  
dados  s obr e  a  s ua  b i o log ia  rep rodu t i va  não  s e  enc on t ram 
r epo r tados  na  l i t e ra t u ra ,  à  exc eç ão  da  espéc ie  Holo th u r i a  f o r s ka l i  
s egundo  apenas  um  es tudo  e f e tuado  po r  Tuwo  e  Conand ,  (1992) .  
Os  r esu l t ados  p resen tes  nes te  t r aba lho  exper imen ta l  se rão  
c omparados  com ou t ros  dados  j á  r epor tados  pa ra  es péc ies  
s im i la r es  do  género  Ho lo t hu r i a  ou  c om  ou t ras  espéc ies  da  o rdem 
Asp i doch i r o t i da  de  ou t r as  reg iões  geog rá f i c as  (Navar ro  e t  a l . ,  
2012) .  
 
  Razão  Mac ho / Fêmea  
 
A  razão  m acho / f êmea  ob t ida  pa r a  a  es péc ie  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i  ap r esen tou  um t o ta l  de  1  m acho  para  2  f êm eas ,  
ap rox imadamente  ( r azão=0 . 625) .  Na  m a io r i a  das  ho lo t ú r ias  da  
o rdem  As p idoch i r o t ida ,  es ta  p r oporção  ge ra lm en t e  co inc ide  com 
um a  r e laç ão  equ i l i b rada  de  1 : 1  ( Ramof af i a  e t  a l . ,  2001 ;  
Raso la f on i r i na  e t  a l . ,  2005 ;  Asha  e  Mu t h iah ,  2008) .  No  en tan to ,  
a lgum as  espéc ies  ap resen tam  uma  p r opo rç ão  des equ i l i b rada  de  1  
macho  par a  2  f êmeas  ou  a inda  3  mac hos  pa r a  1  ou  2  f êm eas ,  ou  
v i c e - ve rs a  ( Sh ie l l  e  U th i ck e ,  2006) .  Es te  des equ i l íb r io  enc on t r a -se  
mu i t as  vezes  assoc iado  a  p r ess ões  de  pesc a  que  a f e tam  a  
popu lação  de  um a  de te rm inada  zona ,  l e vando  es ta  a lgum  tem po  a  
s e  recuper a r  ( Mu th ig a  e t  a l . ,  2009) .  
No  p res en t e  es t udo ,  os  l oc a i s  onde  f o ram  r ea l i zadas  as  
am os t r agens  não  s ão  c ons ide r ados  loca is  c om  uma  g r ande  
a f l uênc ia  de  pes ca .  No  en tan to ,  um  dos  l oca i s  ( Pra ia  do  Po r t i nho  
da  Ar e ia  Nor t e )  es tá  su je i t o  a  um a  g rande  ag i t aç ão  m ar í t ima  (que  
é  c ons ide r ado  ou t ro  dos  p r i nc ipa is  f a to r es  q ue  a f e tam  o  eq u i l íb r io  
da  razão  en t re  géne ros ) .   
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Re la t i vam ent e  à  es péc ie  Ho lo thu r ia  mamm ata ,  a  razão  en t re  
géneros  ob t ida  ap r esen tou  um  to t a l  de  3  m ac hos  pa r a  4  f êmeas  
( r azão=0 . 758) .  Es te  f a t o  pode  s e r  exp l i c ado  à  l uz  do  q ue  f o i  
r e f e r ido  an t e r io rmen te  e  ac rescen tando  que  em  t e rmos  de  
p ro teção  c on t r a  o  s t r es s  resu l t an te  de  pa r âmet r os  ab ió t i c os  e  
p res são  de  pes ca ,  Ho lo thu r ia  m ammat a  é  poss i ve lmen te  menos  
expos t a  do  que  a  espéc ie  a n te r i o r ,  dado  que  que  se  re f ug ia  po r  
ba i xo  de  pedr as  e  rochas  ( obs er vaç ão  pes soa l ) .  
O  des equ i l íb r io  n as  razões  ob t id as  pa ra  ambas  as  espéc ies  
poderá  t am bém  te r  s i do  a f e tado  pe lo  e levado  númer o  de  
i nd i v íduos  s em  gónadas  co lec tados  (46  pa r a  Ho lo t hu r ia  f o r sk a l i  e  
22  pa ra  Ho lo thu r ia  m ammata ) .  A  p r esenç a  de  ind i v íduos  sem 
gónada  es t á  assoc iada  a  do i s  p r inc i pa i s  f a to res :  p ress ão  de  pesca  
( a t ravés  da  rec o lha  de  j uven i s )  e  f a to r es  am b ien ta is  
( f r equen t emente  a  t emper a tu r a  e  ag i t ação  mar í t ima ,  que  ao  
i nduz i rem  os  o rgan i sm os  a  um a  s i t uaç ão  de  s t r ess ,  es tes  acabam 
por  s e  ev i sc e ra r )  (Mu t h iga  e t  a l . ,  2009 ) .  
 
  Í nd ic e  G onadoss omát i co  (G I )  e  Pes o  ( ev is ce r ado)  das  
duas  espéc ies  em es tudo  
 
Segundo  Sm i ley  e  seus  c o labor ado res ,  ( 1991)  e  ou t r os  
au to r es ,  é  t i do  q ue  espéc ies  de  r eg iões  t emperadas  ge ra lmen te  
ap resen tam  apenas  um  ún i co  pe r íodo  de  mat u ração  da  gónada  (um 
ún ic o  p ic o  de  des ova ) ,  na  a l t u r a  da  p r imaver a  –  ve r ão  (Mc Euen  e  
Ch ia ,  1991 ;  Ham e l  e t  a l . ,  1993) .  Pe lo  con t rá r i o ,  espéc ies  de  
r eg iões  t r op ic a is  ap resen tam  c i c los  r ep r odu t i vos  l ongos  ( vá r ias  
e t apas  de  m atu ração  da  gónada) ,  ao  l ongo  do  ano  ( Conand ,  1993) .  
A  espéc ie  Ho lo thu r i a  f o r s ka l i  c on t r a r iou  a  t endênc ia  re la t i va  
às  es péc ies  t emper ad as ,  ao  ap r es en ta r  2  pe r íodos  de  mat u ração  
da  gónada  pa ra  mac hos  e  f êmeas ,  que  se  t raduz i ram  em 2  va lo r es  
máx im os  de  G I ,  10 .17%  em  novembr o  e  11 . 72%  em  f eve r e i r o ,  pa ra  
f êmeas  e  7 . 46%  em  novembr o  e  14 . 73%  em  f eve re i r o  pa r a  machos .  
É  t i do  com o va lo r  c o r respon den te  a  gónadas  madur as  o  in t e r va lo  
de  G I  de  5  –  12%  ( Morgan ,  2000 ;  Ramof a f ia  e t  a l . ,  2003 ;  Sh ie l l  e  
U th ick e ,  2006) .  
Com o  j á  f o i  r e f e r ido ,  a  matu r aç ão  da  g ónada  é  con t ro l ada  
po r  f a to res  endógenos  mas  é  p r o f undam ent e  a f e tada  po r  f a to res  
exógenos ,  nom eadam en t e  a  t em per a tu r a  e  a  ag i t ação  mar í t ima  
( Morgan ,  2000 ;  Ram of af i a  e t  a l . ,  2003 ;  Sh ie l l  e  U th ick e ,  2006 ;  
Mu t h iga  e t  a l . ,  2009 ;  Navar r o  e t  a l . ,  2012) .  Segundo  dados  o f i c ia i s  
do  I ns t i t u t o  Po r tuguês  do  Mar  e  da  A tmos f e ra  ( I PMA)  pa r a  a  reg ião  
de  Pen ic he  ( Anexo  I I I ) ,  o  mês  de  novem bro  de  2012  c o inc id i u  com 
um  per íodo  de  f o r t e  ag i t aç ão  mar í t ima ,  não  sendo  no  en t an t o  um 
per íodo  com  uma  tem per a tu r a  méd ia  s uper f i c ia l  da  água  anorma l  
pa ra  a  época .  Para  a l ém do  expos t o ,  e  t endo  em a tenç ão  que  a  
espéc ie  Holo thu r ia  f o r sk a l i ,  dada  a  s ua  d is t r ibu ição  geog rá f i c a ,  
t o l e ra  um  in t e r va lo  de  t empera t u ras  da  água  do  m ar  c ons ide ráve l  
e  a  t empera t u ra  méd ia  super f i c i a l  da  água  do  m ar  na  cos ta  de  
Pen i che ,  no  re f e r ido  pe r íodo ,  f o i  de  16 0 C,  a  i n f l uênc ia  da  
t em per a tu r a  nos  r esu l t ados  obser v ados  r e la t i vos  ao  m ês  de  
novembr o ,  não  pode  se r  g a ran t i da .  No  en tan to ,  em r e lação  à  
ag i t ação  m ar í t im a ,  é  sab ido  que  es t a  a f e ta  p ro f undam ent e  os  
o rgan ism os  que  hab i t am  a  r eg ião  do  i n t e r t ida l ,  l e vando -os  mu i t as  
vezes  a  s i t uações  de  s t r ess  e  acabando  es tas  po r  se  ev i sc e ra r ,  
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l i be r tando  o  es t ômago ,  i n tes t i no  e  gónadas ,  como  es t ra t ég ia  de  
s obr ev i vênc ia  ( Morgan ,  2000) .  Segundo  o  repor tado  po r  Tuwo  e  
Conand ,  (1992) ,  num  es tudo  r ea l i zado  nas  I lhas  G lénan  (F r ança)  
pa ra  es ta  es péc ie ,  Ho lo thu r ia  f o r s ka l i  ap r es en t a  um  l ongo  pe r íodo  
de  m atu r ação  da  gónada ,  desde  ou tub ro  a  f eve re i r o ,  des ovando  
apenas  no  in íc i o  da  p r im avera ,  c o r r espondendo  es te  pe r íodo  a  
águas  ca lmas  e  r i cas  em  nu t r i en t es .  Obser vando  os  r esu l t ados ,  é  
f ac i lmen t e  dedu t íve l  q ue  o  ve r i f i cado  no  mês  de  novembr o ,  com 
c onsequen t e  dec résc imo  dos  va lo res  de  G I  pa ra  os  meses  de  
dezembr o  e  j ane i r o ,  se  deveu  a  uma  ques tão  de  s t ress  com 
c onsequen t e  l i be r tação  dos  gâmet as  e  não  a  um  per íodo  t íp i co  de  
mat u ração  da  gónada  s egu ida  de  desova .  
No  m ês  de  f eve r e i ro  r eg i s ta r am -se  os  va lo r es  máx im os  d e  G I  
pa ra  ambos  os  sexos ,  de  11 .72% para  f êmeas  e  14 . 73%  para  
machos ,  deno t ando  o  l ongo  pe r íodo  de  m atu r ação  ( desde  
Se t embro  que  os  va lo res  de  G I  pa ra  am bos  os  sexos  f o ram  sem pre  
aumentando ,  havendo  apenas  d im inu içõ es  no  seu  va lo r  
c o r responden te  a  pe r íodos  de  i nve rno ,  onde  as  c ond ições  
mar í t im as  f o ram  adver sas )  repor tado  po r  Tuwo  e  Conand  ( 1992)  e  
ass oc iado  a  ind i v íduos  que  p rovave lmen te  se  enc on t r avam  menos  
expos t os  à  f o r t e  ag i t ação  mar í t im a ,  não  tendo  po r  i ss o  ev i s ce r ado .  
Ass im ,  o  p ic o  de  G I  obs er vado  no  mês  de  novembr o  com 
c onsequen t e  dec rés c imo  do  seu  va lo r  nos  meses  segu in t es ,  não  
poderá  se r  ass oc iado  a  um a a l t u r a  de  des ova  da  es péc ie  em 
ques tão ,  m as  s im  a  um a l i be r tação  p recoce  dos  gâmetas  
ass oc iada  a  f a to res  am b ien ta i s  advers os .   
Segundo  Conand  ( 1993) ,  a  exp l i cação  pa ra  o  f a to  das  
f êmeas  poss u í rem  Índ ic es  Gonadoss omát ic os ,  em  ger a l ,  
s uper io r es  aos  dos  m ac hos  es t á  ass oc iado  ao  s eu  ma io r  ou tpu t  
r ep r odu t i vo  ou  po r  ou t r as  pa lavr as  ao  f a t o  de  desovarem  dur an te  
um  ma io r  pe r íodo  de  tem po  que  os  mac hos .  Es t es ,  em  ger a l ,  
i n i c i am  a  des ova  ( l i be r t am  os  gâmet as  p r ime i r o )  e  n um  cur to  
espaç o  de  tem po (ap rox im adamente  30  m inu tos ) ,  enquan t o  as  
f êmeas  ac ompanham  es t e  es tado  po r  um  per íodo  que  pode  i r  a té  
às  2  ho r as  de  desova .  Es t a  s i t uaç ão  f o i  ve r i f i c ada  pa ra  as  
espéc ies  t r op i ca is ,  Ho lo thu r ia  nob i l us ,  Ho lo thu r ia  f usc og i l va ,  
Ho lo thu r i a  s cab ra ,  en t re  ou t r as .  
A  espéc ie  Ho lo thu r ia  mammat a ,  po r  ou t ro  l ado ,  ap res en tou  
um  padrão  t íp i c o  de  mat u ração  da  gónada  de  uma  es péc ie  
t em per ada ,  ao  se r  obs er vado  apenas  um  ún ic o  pe r íodo  de  
mat u ração  (um  ún i c o  p ic o  de  desova )  no  m ês  de  ab r i l ,  em que  
f o ram  ve r i f i c ados  Índ ic es  G onadoss omát i cos  de  18 . 87% e  14 . 11% 
para  f êm eas  e  machos ,  r es pe t i vamente .  Es ta  es péc ie  c o -hab i t a  
c om  a  es péc ie  Holo t hu r i a  f o r ska l i ,  sendo  f requen te  enc on t r á - las  
no  mesmo  espaç o .  No  en t an t o ,  a  es péc ie  Ho lo thu r i a  mammata ,  
f ace  a  s i t uações  de  s t res s ,  en t e r ra - se  deba i xo  de  pedras  e  r oc has ,  
não  es t ando  t ão  p rop íc i a  à  ag i t ação  mar í t im a .  Ass im ,  é  f ac i lmen te  
en tend íve l  a  ex i s tênc ia  de  apena s  um  va lo r  m áx imo  de  G I ,  pa ra  
am bos  os  s exos ,  e ,  uma  vez  m a is ,  se  ve r i f i cou  um  l ongo  pe r íodo  
de  matu r aç ão  da  gónada  ( à  exc eç ão  do  mês  de  dezem br o ,  mas  há  
que  te r  em a t enção  que  nes te  mês  apenas  f o ram r ec o lh i dos  4  
i nd i v íduos ,  dadas  as  c ond iç ões  met eor o lóg i c as  adversas  
ve r i f i cadas  na  zona) .  Com  o  expos t o ,  é  pos s íve l  i n f e r i r  numa 
s eme lhança  no  pad rão  de  matu r aç ão  da  gónada  par a  ambas  as  
espéc ies ,  poss i ve lmen te  r esu l t an t e  de  hab i t a r em o  m esmo  espaço .  
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Ta l  j á  f o i  ve r i f i c ado  pa ra  ou t ras  es péc ies  ( Morgan ,  2000 ;  
Ram of af ia  e t  a l . ,  2003 ;  Navar r o  e t  a l . ,  2012) .  
Re la t i vam ent e  aos  va lo r es  de  G I  obser vados  pa r a  Ho lo t hu r ia  
mamm ata ,  uma  vez  m a is  f o ram ve r i f i c adas  d isc r epânc ias  
r e l a t i vament e  a  m ac hos  e  f êmeas ,  c om  as  f êmeas  a  ap resen ta rem,  
no  ge ra l ,  Í nd ic es  Gonados som át i cos  ma is  e l evados  que  os  
machos .  
Quan t o  aos  pesos  (ev i sc e rados )  pa ra  ambos  os  géneros  de  
am bas  as  es péc ie s ,  f o ram  ve r i f i cadas  d i sc repânc ias  en t re  m ac hos  
e  f êm eas ,  s endo  que  em  g era l  as  f êmeas  ap r esen ta ram  pesos  
s uper io r es  aos  dos  machos .  Es tas  obs er vações  s ão  f ac i lmen te  
exp l i c adas  pe las  a l t as  t axas  de  f ecund idade  das  f êmeas ,  
nec ess i t ando  de  um  m a io r  a rmazenamento  de  nu t r i en t es .  No  mês  
de  novembro ,  pa ra  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i ,  ve r i f i c a ram -se  va lo r es  
ba i xos  de  pes o  pa ra  ambos  os  g éneros ,  m u i t o  poss i ve lm en te  
dev ido  a  f enómenos  de  ev is ce r ação  po r  s t ress  amb ien ta l .  No  que  
d i z  res pe i t o  aos  meses  de  f eve r e i ro  e  ab r i l ,  o s  va lo res  obs er vados  
pa ra  o  pes o  j á  são  m a is  e levados ,  poss i ve lmen te  dev ido  aos  
e l evados  va lo res  de  G I  obser vados .  O  va lo r  e l evado  de  peso  pa ra  
as  f êmeas ,  ve r i f i c ado  em  mar ço  pa ra  Holo thu r ia  f o r sk a l i  é  
exp l i c ado  não  dev ido  a  um  e levado  va lo r  de  G I ,  mas  
pos s i ve lm en t e  dev ido  a  um  ma io r  con teúdo  em  água  nos  
i nd i v íduos  am os t rados  ( obser vaç ão  pess oa l ) .  
No  que  d i z  r espe i t o  ao  pes o  dos  i nd iv íduos  i nd i f e renc iados ,  
e s tes  em  gera l  f o r am  s empr e  l i ge i ram ent e  m enores  aos  pesos  
ve r i f i cados  pa r a  os  i nd i v íduos  com  g ónada .  Es t e  f a to  demons t r a  a  
impor tânc ia  da  gónada  no  es t abe lec imen to  do  pes o .  No  en t an to ,  
há  que  r e f e r i r  que  os  i nd i v íduos  sem  gónada  apr es en t a ram um 
c on t eúdo  em  água  s uper io r  ao  dos  ind i v íduos  c om género  de f i n ido ,  
o  q ue  es tá  de  ac ordo  com  o  obse r vado  pa ra  ou t ras  espéc ies  
( Morgan ,  2000 ;  Ram of af i a  e t  a l . ,  2003 ;  Asha  e  Mu th iah ,  2008 ;  
Navar r o  e t  a l . ,  2012 ) .  
 
  Mo r f omet r i a  dos  Túbu los  das  gónadas  e  H is t o log ia  
 
A  ava l i aç ão  mensa l  do  compr im en t o  dos  t úbu los  das  gónadas  
das  espéc ies  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i  e  Holo t hu r i a  mammat a  ap res en t ou  
d i sc r epânc ias  en t re  ambas  as  es péc ies  e  géner os .  Em  gera l ,  o  
c ompr imen to  dos  t úbu los  dos  machos  f o i  s uper io r  ao  das  f êmeas .  
No  en tan to ,  pa ra  a  espéc ie  Holo thu r ia  mamm ata  ve r i f i c ou - se  o  
c on t r á r io .  Cons t i t u i  um  padrão  c omum  nas  ho lo tú r ias ,  as  f êmeas  
pos su í r em  um a  ma io r  quan t idade  de  túbu los  ( dado  o  s eu  ma io r  
ou tpu t  r ep rodu t i vo )  do  que  os  machos  ( Sh ie l l  e  U t h ick e ,  2006 ;  
To ra l  e  Ma r t ínez ,  2007) .  No  en tan to ,  é  des c r i t o ,  pa ra  vá r ias  
espéc ies  da  o r dem  As p idoch i r o t ida ,  c om o  Ho lo thu r i a  f usc og i l va ,  
Ho lo thu r i a  nob i l i s ,  Ho lo thu r i a  scabra ,  Ho lo thu r i a  a t ra ,  e t c . ,  q ue  os  
t úbu los  dos  m ac hos  são  l i ge i r amente  ma i s  l ongos  em  c ompr im en to  
que  os  das  f êmeas  ( Conand ,  1 993) .  Apesa r  d is so ,  a  es péc ie  
Ho lo thu r i a  mammata  con t ra r iou  es t a  t endênc ia ,  poss u indo  uma 
mor f o log ia  da  gónada  d i s t in t a  que  pode  s e r  uma  c a rac te r ís t i ca  da  
espéc ie  ou  poss i ve lmen te  pode  es t a r  r e l ac i onada  com  a  r eco lha  de  
machos  j ovens  c om menos  peso , l ogo  com gónadas  ma is  pequenas .  
 Re la t i vam ent e  ao  d i âmet ro  dos  t úbu los  de  am bas  as  
espéc ies  em  es t udo ,  ve r i f i c ou -s e  que  es tas  ap resen ta r am um 
padr ão  equ i va len te ,  cons oan te  o  es t ág io  de  desenvo l v im en t o ,  
Discussão e Conclusão 
 
65 
 
onde  no  es tág io  I I I  o  i n t e r va lo  de  va lo res  obs ervado  pa ra  
Ho lo thu r i a  f o r ska l i  ( 2 . 0  –  3 . 96  mm  pa ra  f êmeas  e  1 . 60  –  2 .26  mm 
para  m ac hos )  e  Holo t hu r i a  mammat a  ( 2 . 08  –  2 . 22  mm  par a  f êmeas  
e  2 .34  –  3 . 46  mm  para  machos )  enc on t r a - s e  r e la t i vamente  
c oncor dan te  com  o  obs er vado  pa ra  ou t r as  es péc ies ,  c om o  por  
exem p lo  a  espéc ie  t r op ica l  Ho lo thu r ia  wh i tm ae i ,  onde  o  d iâmet ro  
méd io  dos  t úbu los  das  gónadas  f o i  de  2 .35  mm  para  f êmeas  e  1 . 82  
mm para  m achos  (Navar r o  e t  a l . ,  2012 ) .  
 As  aná l i s es  h is t o lóg i cas  e f e tuadas  aos  t úbu los  de  ambas  as  
espéc ies  reve la r am  sem e lhanç as  no  d i âmet ro  m éd io  dos  oóc i t os  
em  ambas  as  es péc ies  nos  d i f e ren tes  es t ág ios  de  matu r aç ão .  O  
i n t e r va lo  de  va lo res  do  d i âmet r o  dos  oóc i t os  no  es tág io  I I I  de  
oog énes e  (madur o )  f o i  de  112  –  129 .4  µm  para  Holo thu r ia  f o r s ka l i  
e  108  –  122  µm  pa ra  Ho lo t hu r i a  m ammat a .  Es t es  resu l t ados  são  
l i g e i ramente  in f e r io res  ao  i n te r va lo  de  va lo res  t i do  c omo  comum 
para  espéc ies  da  o rdem  As p idoch i ro t i da ,  q ue  co r respondem  de  
150  a  210  µm ( Conand ,  1993) .  No  en tan to ,  es t es  va lo res  são  
c oncor dan tes  c om o  obs er vado  pa r a  a  espéc ie  Ho lo thu r i a  f o r sk a l i ,  
no  es t udo  r ea l i zado  po r  Tuwo e  Conand  ( 1992) ,  onde  no  es t ág io  
I I I ,  o  i n te r va lo  de  va lo r es  r e f e ren tes  ao  d i âmet r o  dos  oóc i t os  f o i  
de  90  a  120  µm.  Ass im ,  o  f a to  de  ambas  as  es péc ies  se rem,  
c ompara t i vamente  c om  as  espéc ies  t rop ic a is ,  i n fe r i o res  em 
c ompr ime n to  (a inda  q ue  o  c ompr imen t o  não  tenha  s i do  um  dos  
pa râm et ros  r eg is tados  nes te  es t udo )  e  pes o ,  poderá  s e r  uma 
exp l i c aç ão  ao  meno r  va lo r  obser vado  no  d i âmet r o  dos  oóc i t os .  
 No  es t ág io  IV  ( pa rc i a lmen t e  des ovado )  f o i  pos s íve l  obse r va r ,  
em  ambas  as  es péc ies ,  a  p r es ença  de  oóc i t os  madur os  r es idua is ,  
ass im  como  no  es tág io  V  (des ovado)  f o ram  encon t rados  oóc i t os  
ves t ig i a i s .  Com  es tes  dados  é  poss íve l  i n f e r i r  que  a  desova  nes t as  
duas  espéc ies  t emperadas  não  é  t o ta l ,  sendo  poss íve l  enc on t ra r  
ao  l ongo  de  todo  o  ano  oó c i t os  em  d i f e ren tes  es t ág ios  de  
des envo l v im en to ,  t a l  como  o  obs er vado  pa r a  espéc ies  t rop ic a is  
c omo,  Ho lo t hu r ia  s cabra ,  Ho lo thu r ia  a t ra ,  Ho lo t hu r i a  f usc og i l va ,  
en t re  ou t r as  ( Ramof a f ia  e t  a l . ,  2000 ;  Ram of af ia  e t  a l . ,  2003 ;  
Navar r o  e t  a l . ,  2012 ) .  
 A inda  no  p r es en te  es t udo  f o i  poss íve l  d i s t i ngu i r  os  
espermat óc i t os  nos  t úbu los  das  gónadas  masc u l i nas ,  dado  que  
es tes  e r am  supe r i o res  em  t amanho  q ue  o  es pe rmatozoa  
( espermat óc i t os  madur os ) ,  uma  vez  que  a  c romat i na  a i nda  não  
t inha  c ondensado  para  a  f ase  f ina l  obser vad a  nos  es permat ídeos  
( Cos te l leo ,  1985) .  
 Em  gera l ,  uma  vez  q ue  o  es t ág io  de  des envo l v imen to  dos  
t úbu los  ap r es en tou  sem e lhanç as  c om  os  es tág ios  de  
gamet ogénes e  desc r i t os  e  r esu l t an t es  da  h is t o log ia ,  é  poss íve l  
i n f e r i r  q ue  f o ram  obs er vadas  d i f e renç as  na  c o r  d as  gónadas ,  em 
am bas  as  es péc ies ,  cons oan te  o  géner o  e  es tág io  de  
des envo l v im en to .  Ass im ,  enquan to  pa ra  as  f êmeas  de  Ho lo thu r i a  
f o r sk a l i  e  Ho lo thu r ia  m ammat a  a  co r  dos  t úbu los  va r iou  de  um 
l a r an j a  pá l ido  pa ra  um  l a ran ja  v i vo ,  r e la t i vamente  aos  m ac hos ,  
pa ra  Holo thu r ia  f o r s ka l i  a  co r  dos  t úbu los  va r iou  de  um  rosa  pá l ido  
quase  b ranco  t r ansparen te  a  co r  de  s a lm ão  por  vezes  v i vo ,  
enquan to  pa ra  Ho lo thu r ia  m ammata  a  co r  va r iou  de  b ranco  
t rans par en t e  a  c reme.  
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  Po t enc ia l  b i o tec no lóg ic o  da s  t r ês  espéc ies  de  ho lo tú r ias  
em es t udo  
 
Os  i nve r teb rados  mar i nhos ,  es pec ia lmen te  os  que  hab i t am  a  
r eg ião  in te r t i da l ,  t am bém  des ignada  de  “en t re -marés ” ,  es t ão  
s u je i t os  a  longos  pe r íodos  de  expos i ç ão  ao  a r  e  so l  du ran te  a  
mar é -ba i xa .  Em  cons equênc ia  des tas  a l t e raç ões  de  s ub ida  e  
des c ida  das  mar és ,  es t es  s ão  expos tos  a  cond iç ões  ex t rem as  de  
s a l in idade ,  s ec ura ,  rad iaç ão  u l t r av i o l e t a  (UV) ,  en t r e  ou t ros .  
Apesar  d i sso ,  os  o rgan ismos  ma r i nhos ,  es pec ia lmen te  as  
ho lo t ú r ias ,  es t ão  p r o teg idas  con t ra  o  s t r ess  o x i da t i vo  c ausado  por  
a l t os  n íve i s  de  expos iç ão  à  r ad iação  UV  e  rad ica i s  l i v res ,  
p r i nc i pa lmen te  espéc ies  r ea t i vas  de  ox igén io  ( ROS) .  Es te  
mecan ismo  de  p ro t eç ão  enc on t r a -se  ass oc iado  à  p resenç a  de  
an t iox i dan tes  endógenos  e / ou  m etabo l i t os  s ec undár ios .  Ass im ,  
es te  f ac to  apon ta  as  ho lo t ú r ias  c omo  um a  f on te  r i ca  em 
an t iox i dan tes .  
A  p r i nc ipa l  f on te  de  a l im en t o  das  ho lo tú r i as  são  pa r t í c u las  
r esu l t an t es  da  deg radaç ão  de  macroa lgas ,  m ic r oa lgas  e  ou t ros  
o rgan ism os  f i t op lânc t ón ic os .  Es tes  são  r i cos  em c ompos tos  
f enó l i cos .  As s im ,  é  es per ado  enc on t ra r - se  com pos t os  f enó l i cos ,  
c omo  f la vonó ides ,  t am inas ,  en t re  ou t ros ,  nos  t ec i dos  das  
ho lo t ú r ias ,  com o  é  r epor tado  no  es t udo  r ea l i zado  pa ra  a  es péc ie  
a t l ân t i c a  Cuc umar ia  f r ondosa  ( Mam e lona  e t  a l . ,  2007) .  
A  quan t i dade  to t a l  de  po l i f enó i s  (QTP)  encon t rada  nas  t rês  
espéc ies  de  h o lo t ú r ias  f o i  r e l a t i vament e  s e me lhan t e  en t re  s i ,  nas  
duas  f rações  o rgân i cas  t es t adas .  A  espéc ie  Holo thu r ia  f o r sk a l i  f o i  
a  q ue  ap res en t ou  um a  m a io r  quan t i dade  em  po l i f enó is  na  f ração  
met anó l i ca .  No  en tan to ,  es t es  f o ram ,  ap rox imadamente ,  dez  vezes  
i n f e r io r es  a os  obse r vados  pa r a  as  espéc ies  Ho lo t hu r ia  scabra ,  
Ho lo thu r i a  leuc osp i l o ta  e  St ichopus  c h lo r ono tus ,  no  es tudo  
r ea l i zado  po r  A l t hun iba t  e  s eus  c o laborador es  (2009) .  N o  es t udo  
r ea l i zado  po r  es tes  au t o res ,  a  q uan t idade  t o ta l  de  po l i f enó is  
enc on t r ada  no  múscu lo  das  t rês  es péc ies  f o i  a i nda  
s ign i f i c a t i vam ent e  s uper io r  quando  a  ex t ração  f o i  aquos a .  Ass im ,  
os  au to res  chegaram  à  conc lusão  que  os  c ompos tos  f enó l i c os  
p res en t es  nas  t r ês  espéc ies  em  es t udo  e ram  h id ro f í l i cos ,  da í  os  
ma io res  resu l t ados  a lc ançados  c om a  ex t ração  aquos a .  Es t es  
r esu l t ados  enc on t ram - se  em  conc ordânc ia  com  os  obs er vados  po r  
Mam e lona  e  s eus  c o labor adores  (2007 )  pa ra  a  espéc ie  Cucumar ia  
f r ondos a .  O s  r esu l t ados  ob t i dos  no  p res en t e  t r aba lho  pod em ser  
exp l i c ados  à  l uz  das  r ea ç ões  oc or ren tes  en t r e  r ad ic a is  e  
an t iox i dan tes ,  ass im  com o  uma poss íve l  s e le t i v i dade  po r  
de te rm inados  s o l ven tes  ( com o f o i  obser vado  nos  es t udos  ac ima  
r e f e r idos  e  que  res u l t a r am em q uan t i dades  e levadas  de  
po l i f enó is ) ,  sendo  o  so l ven t e  aquoso  o  que  p rop i c ia  um a  ma io r  
quan t idade  d e  po l i f enó i s .  
A  co r r e laç ão  en t re  o  con teúdo  t o ta l  de  po l i f enó is  e  a  
c apac idade  de  reduç ão  de  r ad ic a is  es tá  bem  es tabe lec ida  e  é  
de f in i da  como,  quan t o  ma io r  a  quan t idade  de  po l i f enó is  p res en t es ,  
ma io r  a  c apac idade  de  r eduç ão  do  DPPH (Ce l i k le r  e t  a l . ,  2009) .  
De  f ac t o ,  t odas  as  espéc ies  de  ho lo t ú r ias  ap resen t a ram  um 
c on t eúdo  ba i xo  em  po l i f enó is ,  o  que  se  t r aduz iu  numa  reduz ida  
c apac idade  de  redução  do  rad i ca l  DPPH.  Es te  f a c to  f az  s en t ido  
t endo  em a tenç ão  as  ca r ac t e r ís t i c as  an t iox i dan tes  dos  po l i f enó is ,  
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que  podem  a tua r  c omo  dador es  de  H + ,  es t ab i l i zando  as s im  o  
r ad ic a l  DPPH ( Mats uk awa  e t  a l . ,  1997 ) ,  como  obs er vado  em vá r i as  
espéc ies  de  a lgas .   
O  mét odo  ORAC tem  s ido  la rgamente  ap l i cado  na  ava l i a ção  
da  c apac idade  de  e l im inação  dos  r ad ic a is  l i v r es  do  p l asma 
humano ,  p r o te ínas ,  DNA,  ex t ra t os  de  p l an t as  e  a l imen t os ,  en t re  
ou t ros  ( Pr io r  e t  a l . ,  1999) .  O  in t e resse  c r esc en t e  na  ava l i aç ão  da  
a t i v i dade  an t i ox idan t e  em  m at r i zes  com p lexas  t em  s ido  apos tado  
c omo  o  pon to  de  pa r t ida  pa ra  o  desenvo l v im en t o  de  novos  
mét odos  e /ou  p a r a  o  m e lho ram ento  dos  ex is t en t es .   
No  p r esen te  es tudo ,  f o r am  ob t idos ,  pa ra  a  espéc ie  
Ho lo thu r i a  f o r s ka l i ,  o s  va lo res  m a i s  e l evados  de  equ i va len t es  de  
t ro l ox ,  nas  r es pe t i vas  f raçõ es  metanó l i cas  e  d ic l o r ometano .  
Ana l i sando  os  resu l t ados ,  es tes  f o ram  i n f e r i o res  ao  ve r i f i c ado  no  
es tudo  r ea l i zado  po r  Mame lona  e  Pe l l e t i e r  ( 2010)  em  subpr odu tos  
( t r a to  d iges t i vo  e  gónadas )  do  ou r i ç o -d o -mar  ve rde  
( St rongy loc en t r o tus  d r oebach iens i s )  e  v ís ce r as  da  ho lo tú r i a  do  
A t l ân t i co ,  Cucumar ia  f r ondosa .  
 
Os  m ic ro rgan ismos  s ão  a  c aus a  de  i núm eras  doenç as  q ue  
a f e tam  d i ve rsas  es péc ies ,  não  s endo  os  i nve r teb rados  m ar inhos  
um a exceç ão .  No  en t an to ,  es tes  des envo l ve ram s is t emas  
imun i t á r ios  a l t amen t e  e f i c i en tes  na  de teç ão  e  e l im inaç ão  de  
i nvasor es .  A  r es pos ta  do  s i s tema  imun i t á r i o  dos  equ inodermes  
envo l ve  e f e i t os  med iados  pe la  p res ença  de  f agóc i t os ,  i n c lu i ndo  a  
f agoc i t os e  de  mate r i a l  es t r anho  ao  o rgan ism o,  p r ime i r amente  
a t r avés  de  amebóc i t os  que  es tão  p resen tes  no  c e loma.  Tam bém 
i n c lu i  a  f o rmação  de  “ c o rpos  cas tanhos ”  a t ravés  da  enc apsu laç ão  
das  s ubs tânc ias  i nvas oras  e  sua  consequen t e  deg radação ,  a t ravés  
de  enz imas  h id r o l í t i c as  p r es en tes  nas  c é lu l as  (Beaurega rd  e t  a l . ,  
2001) .  
No  p r es en t e  es tudo ,  f o i  ava l i ada  a  capac idade  an t ibac te r iana  
dos  ex t r a tos  das  t r ês  espéc ies  de  ho lo tú r i as ,  consoan te  as  duas  
f rações  o rgân i cas  u t i l i zadas ,  con t ra  as  bac té r ias ,  E.co l i  ( ATCC 
25922)  es t i r pe  pa togén ic a ,  E.  co l i  (AT CC 10536)  es t i r pe  não  
pa togén ic a ,  B.  s ub t i l i s ,  Ps eudom onas  ae rug inosa ,  S .  au reus  e  
Sa lmone l l a  en té r i ca .  Pe los  r esu l t ados  a lc ançados ,  apenas  ocor reu  
a  redução  do  c resc imen to  pa ra  S.  au r eus ,  s endo  a  espéc ie  
Ho lo thu r i a  f o r sk a l i ,  f r aç ão  d ic l o rometano  a  q ue  ap resen tou  uma 
ma io r  pe rc en t agem de  r eduç ão  do  m ic r o rgan i smo  em  causa .  Es t es  
r esu l t ados  são  conc ordan t es  com  um  es tudo  rea l i zado  po r  J awahar  
e  seus  c o labor adores  (2002) ,  em  que  apenas  as  es péc ies  t r op ic a is  
Act inopyga  ech in i t es ,  Ac t inopy ga  m i l i a r i s ,  Ho lo thu r ia  a t r a  e  
Ho lo thu r i a  sc abra  ap r es en ta r am s ens ib i l i dade  ( r edução  do  
c r es c im en t o )  pa ra  Aer omonas  hy dr oph i l a ,  En te r oc oc cus  sp . ,  
K lebs ie l la  pneumon iae ,  S .  au r eus  en t r e  ou t ros  m ic ro rgan i smos .  Os  
r esu l t ados  aqu i  ob t idos  s ão  c onc ordan t es  c om o  c i t ado  po r  vá r ios  
au to r es ,  no  que  d i z  respe i t o  ao  f a c to  de  que  ge ra lm en t e  a  
a t i v i dade  an t ibac te r i ana  é  ma is  f r eque n t e  em  bac té r i as  gram  
pos i t i vas  ( Bac i l l us  s ub t i l i s  e  S.  au reus )  do  que  em  bac té r i as  gram  
nega t i vas  ( E.  co l i  ( ATCC 25922) ,  E.  co l i  ( ATCC 10536) ,  
Pseudomonas  ae r ug inosa  e  Sa lm one l la  en t é r i ca )  ( Ba l l an t ine  e t  a l . ,  
1987 ;  Gonzá lez  de l  Va le  e t  a l . ,  2001) .  Ta l  obs er vação  é  dev ido  ao  
f ac to  das  bac t é r ias  g ram  nega t i vas  poss u í rem  uma m embrana  
c e lu l a r  ex t e rna  e  um  es paç o  pe r ip l asm át i co ,  que  não  ex i s te  nas  
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bac t é r ias  gram  nega t i vas  ( Cowan,  1999) .  Par a  a lém  d is so ,  o  
p róp r i o  es paç o  pe r i p lasmát i c o  c on tém  um a  s é r ie  de  enz ima s  
c apazes  de  deg radar  um  vas to  número  de  m o léc u las ,  s endo  po r  
i s so  um a f o r t e  de fesa  c on t r a  mu i tos  an t ib ió t i cos  ( Lamber t ,  2002 ;  
So f id i ya  e t  a l . ,  2009) .  No  en t an t o ,  pa ra  Bac i l l us  s ub t i l i s  ( bac t é r ia  
g ram pos i t i va )  não  f o i  de t e tada  qua lque r  capac idade  de  in i b i ç ão .  
 
O  aumento  da  inc i dênc ia  de  in f eções  f úng ic as  t em s i do  
ass oc iado  ao  aparec imen to  de  agen tes  pa t ogén ic os  r es i s t en t es ,  e  
à  s ua  g rande  d i ssem inação .  O  es f o rç o  c ien t í f i co  no  sen t ido  da  
des cober t a  de  po tenc ia is  f á rmacos  c om  capac idade  an t i f úng ica  
t em  cada  vez  ma is  s e  inc i d ido  pa r a  os  p r odu tos  na t u ra i s  de  o r igem 
mar i nha .  Desde  as  ú l t imas  déc adas ,  o  amb ien te  mar i nho  t em s ido  
r econhec ido  como  uma f on t e  exc epc iona l  de  met abo l i t os  
s ec undár ios  com  a t i v i dades  b io lóg ic as  e  f a rmaco lóg ic as  va r iadas  
( Badr ia  e t  a l . ,  1 997 ) .  
A tua lm en t e ,  vá r i os  au to r es  t êm  dem ons t rado  o  e levado  
po tenc ia l  dos  g l i cos ídeos  t r i t e rpén i cos ,  j á  menc ionados ,  i s o lados  
de  d i f e ren t es  es péc ies  de  ho lo tú r i as .  Es tes  c ompos t os  g l i c os íd i cos  
t êm  v i ndo  a  ap res en t a r  p rop r i edades  an t i f úng icas ,  an t i -
i n f l amató r i as  e  c i t o t óx ic as  num  g r ande  núm ero  de  es péc ies  
( Ch lud i l  e t  a l . ,  2002 ;  Kumar  e t  a l . ,  2007 ;  I sm a i l  e t  a l . ,  2008) .  
Os  res u l t ados  ob t idos  no  p res en t e  es t udo  demons t r a ram  o  
po tenc ia l  de  in ib i ç ão  do  c resc imen to  de  S.  ce r ev is iae  e  C.  
a l b ic ans ,  por  pa r te  dos  ex t r a t os  das  t rês  espéc ies  de  ho lo tú r ias ,  
em  am bas  as  f raç ões  o rgân ic as .  Re la t i vam ent e  à  levedur a  S.  
c e rev is iae ,  obs er vou -s e  que  todos  os  ex t r a tos ,  em  am bas  as  
f rações  o rgân ic as ,  ap resen ta r am um  po tenc ia l  de  redução  do  
c r es c im en t o  da  l evedur a ,  com par a t i vam ent e  ao  c on t ro lo ,  s endo  a  
espéc ie  St ic hopus  r ega l i s ,  f r ação  met anó l i ca ,  a  que  ap resen tou  
um a ma io r  pe rcen tagem de  r eduç ão  do  c resc imen to .  
Não  ex is t e  na  l i t e r a tu ra  qua lquer  re f e rênc ia  ao  es t udo  da  
c apac idade  an t i f úng ic a  de  ho lo tú r i as  con t ra  Saccharom yc es  
c e rev is iae ,  pe lo  que  qua lquer  t en ta t i va  de  aná l i s e  dos  r esu l t ados  
poderá  c on t e r  i n f o rmações  menos  p r ec i sas  pa ra  es t a  levedur a .  No  
en tan to ,  t em s i do  dem ons t r ado  po r  vá r ios  au to r es ,  que  as  
ho lo t ú r ias  con têm um a  va r i edade  de  g l i c os ídeos  t r i t e r pén icos ,  
t am bém  conhec idos  c omo  sapon inas .  Es tas  s ubs tânc ias  s ão  
r esponsáve is  po r  um  g r ande  es pe t ro  de  a t i v idades  b i o lóg icas ,  
nomeadamente  an t i f úng i cas .  A  c apac idade  an t i f úng ica  t em  s i do  
ass oc iada  à  p resenç a  des t as  s apon inas ,  na  exp l i cação  dos  
r esu l t ados  ob t idos  pa ra  espéc ies  c omo  Ho lo t hu r ia  edu l i s  e  
St i chopus  c h lo r ono tus ,  pa ra  Cand ida  a l b ic ans  ( H ing  e t  a l . ,  2007) ,  
Pso lus  pa t agon ic us ,  pa r a  Clados por ium  c lados por o ides  ( Car eaga  
e t  a l . ,  2011) ,  Ho lo thu r ia  po l i i ,  pa ra  Asperg i l l u s  f um iga tus ,  
T r i chophy ton  r ub rum  e  Cand ida  a lb i cans  ( I sma l i  e t  a l . ,  2008) ,  
en t re  ou t r os .  
Re la t i vam ent e  a  Cand ida  a lb ic ans ,  f o i  t ambém  obser vado  
que  todos  os  ex t ra t os  ap res en t a ram um  po t enc ia l  de  redução  do  
s eu  c resc imen to ,  sendo  as  espéc ies  St i chopus  r ega l i s  e  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i ,  ambas  da  f ração  met anó l i ca ,  a  ap r es en t a rem  as  ma io res  
pe rc en t agens  de  reduç ão  do  c resc imen to  re l a t i vam ent e  ao  
c on t r o lo .  Os  va lo res  de  I C 5 0  ob t i dos  pa r a  a  es péc ie  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i  e  ob t i dos  pa ra  a  es péc ie  St ic hopus  rega l i s ,  r eve la r am -se  
i n f e r io r es  aos  ve r i f i c ados  po r  H ing  e  s eus  co laboradores  ( 2007) ,  
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para  as  espéc ies  Ho lo thu r ia  edu l i s  e  St i chopus  c h lo r ono tus ,  con t ra  
Cand ida  a l b ic ans .  
Uma  ve z  m a i s  as  sapon inas  p res en t es  no  co r po  des t as  duas  
espéc ies  de  ho lo t ú r ias  f o ram  as soc iadas  aos  resu l t ados  
obs er vados  o  que  poderá  exp l i ca r  os  p res en t es  r esu l t ados  ob t idos .  
 
Abordagens  a l t e rna t i vas  no  t r a tamento  do  canc r o  são  
impor tan tes ,  dev ido  ao  número  c resc en t e  de  novos  casos  e  ao  
f ac to  de  cada  vez  ma is  os  t r a tam ent os  ex i s ten tes  se rem 
i ne f i c ien tes  pa r a  uma  doenç a  que  todos  os  anos  é  res ponsáve l  po r  
e l evad ís s imas  taxas  de  m or ta l idade  em  t odo  o  mundo .  A tua lmen te ,  
os  p rocessos  de  in t e r venção  no  c ombate  aos  ma is  va r iados  t i pos  
de  canc r o ,  f r equen t emente  reco r r em à  c i ru rg ia  e  qu im io t e rap ia ,  
c om  o  ob je t i vo  de  e l im ina r  os  t ec i dos  cancer ígenos  (Dong  e t  a l . ,  
2011) .  A lém  d i sso ,  t em  hav ido  um  aumento  g radua l  no  númer o  de  
med ic ament os  no  com bat e  ao  canc ro ,  q ue  ap resen tam  um  per íodo  
de  e f e i t o  c l ín i c o  (du ração  da  ação  do  med ic ament o )  cu r to ,  o  que  
tem  p r ovado  s e r  ine f i c i en te ,  dada  a  r e inc i dênc ia  da  doença  em 
a lguns  doen tes .  Por tan to ,  há  c ada  vez  ma is  a  neces s idade  u rgen te  
de  p r oc ura r  e  desenvo l ve r  novos  agen tes  an t i cance r ígenos ,  que  
não  só  s e jam  segur os ,  mas  que  t ambém  apr esen tem  uma  e f i các ia  
c ompr ovada  a  longo  p razo  ( Shond i  e t  a l . ,  2010 ;  W i j es i nghe  e t  a l . ,  
2013) .  Nes t e  s en t ido ,  poss íve i s  so luções  s ão  c ada  vez  ma is  
p roc uradas  no  amb ien t e  mar inho .  As  p r op r i edades  te r apêu t i c as  e  
os  bene f íc ios  pa r a  a  med ic ina  p roven ien t es  das  ho lo t ú r ias  es tão  
r e l ac i onadas  c om a  p r es enç a  de  um a  g rande  va r iedade  de  
c ompos tos  b ioa t i vos ,  es pec ia lmen te ,  s apon inas ,  s u l f a t os  de  
c ondro i t i na ,  g l i cos am inog l i c anos ,  po l i ss ac ar ídeos  su l f a tados ,  
en t re  ou t r os  ( Bor dbar  e t  a l . ,  2011) .  
A  ava l i aç ão  da  v i ab i l i dade  ce lu l a r  nas  l i nhas  ce lu l a res  
t um ora i s  humanas  em  es tudo  r eve lou  um  e f e i t o  c i t o tóx ico  
ass oc iado  às  f rações  o rgân ic as  ( s endo  a  f ração  m etanó l i c a  a  que  
ap resen tou  resu l t ados  ma is  po t en tes )  da  espéc ie  Ho lo thu r i a  
f o r sk a l i .  Es t es  f o ram  a inda  ma i s  marcados  quando  a  ava l i a ção  f o i  
r ea l i zada  pe lo  m étodo  de  MTT ,  quando  c ompar ado  c om  o  mét odo  
de  ca lc e ína  –  AM.  Fo i  a inda  no tó r i a  uma  reduç ão  t o ta l  ( à  
c oncen t raç ão  máx ima  de  1  mg  m l - 1 )  da  v i ab i l i dade  ce lu la r ,  na  
f ração  met anó l i ca  da  espéc ie  Holo thu r ia  f o r sk a l i ,  r eve lada  pe lo  
mét odo  de  MTT ,  pa ra  a  l i nha  c e lu l a r  t umor a l  hum ana  MCF -7  
( c a rc i noma  da  mam a) ,  enquan to  pa ra  a  l i nha  ce lu la r  HepG -2  
( c a rc i noma  hepa toc e lu l a r  do  f ígado) ,  a  r edução  f o i  de  91 . 30%,  
t am bém pe lo  m étodo  de  MTT .  
O  método  de  MTT  c a rac t e r i za -s e  po r  um a aç ão  d i r e ta  nas  
des id rogenas es  m i tocondr i a i s ,  enquan t o  o  mét odo  de  c a lc e ína  –  
AM t raduz- se  numa  aç ão  d i re t a  ao  n íve l  do  c i t op lasma ,  pe lo  que ,  
a t r avés  dos  resu l t ados  ob t i dos ,  é  p rováve l  que  tenha  ocor r ido  uma 
ação  d i r e ta  dos  ex t ra t os  da  espéc ie  de  ho lo t ú r ia  ao  n íve l  
m i tocondr ia l .  
Dos  ensa ios  de  dos e  –  r espos t a  e f e tuados ,  ve r i f i c ou -s e  que  
o  ex t r a to  com  m a io r  p o tenc ia l  é  o  da  es péc ie  Holo thu r i a  f o r s ka l i ,  
na  f raç ão  m etanó l i c a ,  pa r a  ambas  as  l i nhas  ce lu la r es  ( sendo  os  
r esu l t ados  ma is  po t en t es  pa ra  a  l i nha  c e lu l a r  MCF -7 )  e  pe lo  
mét odo  de  MTT .   
Os  g l i cos ídeos  t r i t e r pén ic os ,  t ambém  c onhec idos  po r  
s apon inas  ou  no  caso  das  ho lo tú r i as ,  ho lo t u r i nas  e  ma is  
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p rec i samente  ho lo t u r inos idas  A ,  B ,  C  e  D ,  ass im  como 
des ho lo tu r ina  A ,  da  espéc ie  Ho lo t hu r i a  f o r ska l i ,  f o ram  das  
p r im e i ras  a  se rem  repor t adas  na  l i t e r a tu r a ,  como  sendo  
pos su ido ras  de  uma  g r ande  a t i v i dade  an t i t um ora l  ( Rodr iguez  e t  
a l . ,  1991) .  Segundo  es tes  au t o res ,  na  l i nha  c e lu la r  P 3 8 8 ,  a  
h o lo t u r inos ida  A  ob teve  um a po t ê nc ia  de  e f e i t os  s eme lhan te  à  
ob t ida  pe lo  nos so  es tudo .  S egundo  um  es t udo  r epor tados  po r  Van  
Dyck  e  s eus  co laborador es  (2009) ,  um  núm ero  m a is  e l e vado  de  
ho lo t u r inos idas ,  de te t ad o  po r  es t es  au to r es  a t r avés  de  
espe t rom et r i a  de  mas sa ,  e  que  r eve la ram  tam bém  po ten tes  
a t i v i dades  an t i t umo ra is .  
Re la t i vam ent e  à  es péc ie  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i ,  é  en t end íve l  a  
s ua  e l evada  capac idade  an t i t umor a l ,  a t endendo  ao  f a c to  des ta  s e r  
um a es péc ie  r i ca  em  d i ve r sos  t ipos  de  sapon inas ,  como  j á  f o i  
r e f e r i do .  A l i ado  a  es te  f a c to  es t á  o  seu  me can i smo  de  de f esa ,  os  
Túbu los  de  Cuv er ian ,  que  s ão  expe l idos  aquando  de  s i t uaç ões  de  
s t r ess  e  po r  f o rma  a  p ro t eger  es t a  es péc ie  de  po tenc ia is  
p redadores .  Es tes ,  s egundo  Van  Dyck  e  s eus  co labor adores  
( 2009) ,  poss uem  um  m a io r  núm ero  de  sapon inas  do  que  as  
enc on t r adas  na  pa r ede  do  c o rpo  des ta  es péc ie .  As s im ,  e  uma  vez  
que  es t a  es péc ie ,  das  t r ês  em  es tudo ,  é  a  ún ica  a  poss u i r  Túbu los  
de  Cuv er ian ,  é  f ac i lmen te  en t en d íve l  os  resu l t ados  obs er vados .  
 
Com o  j á  f o i  m enc ionado ,  os  c i t o tóx i c os  podem  exe rce r  
a t i v i dade  po r  mec an i smos  de  i nduç ão  de  mor t e  c e lu l a r ,  po r  
nec r os e  ou  apop tose ,  ou  po r  b l oque io  do  c i c l o  c e lu l a r .  Des t e  
modo ,  é  f undam enta l  t en ta r  pe r ceber  não  s ó  a  v i ab i l i dade  c e lu la r ,  
mas  t ambém o  e fe i t o  dos  ex t ra tos  de  ho lo t ú r i as  na  p r o l i f e ração  
c e lu l a r .   
Na  ava l i aç ão  do  e f e i t o  dos  ex t ra t os  de  ho lo tú r i as  na  
p ro l i f e raç ão  c e lu la r  de  am bas  as  l i nhas  ce lu la r es ,  pe los  do is  
mé t odos  em  es tudo ,  f o r am  ob t idos  resu l t ados  m a i s  p roem inen tes  
um a  vez  ma is  pa ra  a  es pé c ie  Ho lo t hu r i a  f o r sk a l i ,  f r aç ão  
met anó l i ca  e  pe lo  mét odo  de  MTT .  À  s eme lhança  do  que  t inha  s ido  
obs er vado  nos  ensa ios  de  v iab i l i dade  ce lu l a r ,  nes tes  ens a ios  de  
p ro l i f e raç ão  ce lu l a r  ( à  c oncen t ração  máx im a  de  1  mg  m l - 1 )  e  pa ra  
o  m étodo  de  MTT ,  pa ra  a  l i nha  c e lu la r  MCF- 7  a  pe rc en t agem de  
i n i b i ção  da  p ro l i f e raç ão  ce lu la r  f o i  t o t a l .  Os  ens a ios  de  
dependênc ia  de  concen t ração ,  pa r a  a  de f i n i ção  do  IC 5 0 ,  r eve la r am 
um a  vez  m a is  que  os  e f e i t os  são  ma i s  po t en t es  pa ra  a  l i nha  
c e lu l a r  MCF-7  pe lo  mét odo  de  MTT .   
A lém  do  j á  m enc ionado  para  pos s íve l  exp l i cação  dos  
r esu l t ados  obser vados ,  no  q ue  d iz  r espe i t o  aos  es t udos  de  
v i ab i l i dade  ce lu la r ,  e  que  t ambém se  ap l i c am a  es te  es tudo  de  
p ro l i f e raç ão  ce lu la r ,  ou t ros  es t udos  t êm  s ido  r ea l i zados  po r  
d i ve r sos  au t o res  no  s en t i do  de  en t ender  o  e f e i t o  de  vá r ias  
espéc ies  de  ho lo tú r ias  na  p ro l i f e raç ão  c e lu la r  de  um  vas to  l eque  
de  l i nhas  c e lu l a res  t umor a is  hum anas .  Re la t i vam ent e  ao  es t udo  
e f e tuado  po r  A l t hun iba t  e  seus  c o labor adores  (2009) ,  pa ra  as  
espéc ies  Ho lo t hu r ia  sc abr a ,  Ho lo thu r ia  l eu c os p i l o ta  e  St i chopus  
c h lo r ono tus ,  r e la t i vamente  ao  e f e i t o  na  p ro l i f e raç ão  ce lu la r  das  
l i nhas  C 3 3 A  ( ca r c inoma  c e r v ic a l )  e  A 5 4 9  ( ca r c inom a pu lmonar ) ,  
f o ram ob t i dos  os  va lo res  de  I C 5 0  s ubs t anc ia lmen te  ma is  ba i xos  do  
que  os  res u l t ados  p res en t es  nes te  es t udo ,  p r i nc ipa lmen t e  pa r a  a  
espéc ie  Ho lo t hu r ia  sc abr a .  Também  nes t e  es tudo ,  a  g r ande  
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d i ve r s i dade  de  sapon inas  ex i s ten tes ,  ass oc iado  à  p r es ença  de  
po l i ss ac ar ídeos  s u l f a t ados  e  g l i cop ro te ínas ,  f o ram  t idos  com o  os  
r esponsáve is  pe los  resu l t ados  obs er vados .  
 
  Ho lo tú r ias ,  um novo  r ec u rs o  a l imen ta r  de  a l t o  va lo r  
nu t r i c i ona l  
 
Os  ác idos  go rdos  são  ess enc ia is  à  v i da ,  dev ido  ao  seu  pape l  
c r uc ia l  com o  f on te  de  energ ia ,  cons t i t u in t es  das  mem branas  
p l asm át i cas ,  ass im  com o m ed iadores  do  m etabo l i smo e  
s i na l i zaç ão .  Dev ido  ao  seu  impac to  pos i t i vo  s obr e  a  s aúde  
humana ,  f on t es  a l t e r na t i vas  de  PUFA t êm s ido  as soc iadas  ao  
c onsumo de  o rgan ism os  mar i nhos  ( Per e i r a  e t  a l . ,  2013) .  
O  cons umo  de  ho lo t ú r ias  é  c ada  vez  ma is  popu la r  em  todo  o  
mundo ,  espec ia lmen te  na  r eg ião  as iá t i ca ,  s endo  que  a  
c omer c ia l i zação  de  vá r i as  espéc ies  es tá  a  aument a r  (Lova te l l i  e t  
a l . ,  2004) .  É  do  conhec imen to  ge r a l ,  que  os  sed imen tos  con têm 
um  n íve l  e l evado  de  ác idos  g o rdos  de  cade ia  ram i f i c ada ,  que  se  
ac red i t a  s e rem  de  o r igem  bac t e r iana  (Graeme  e t  a l . ,  1988) .  Uma 
vez  q ue  mu i tas  ho lo t ú r ias  s e  a l imen tam  de  sed imen t os  p r esen tes  
no  f undo ,  é  de  es pe ra r  que  es tes  o rgan ism os  con tenham  e levados  
teo res  em  ác idos  go r dos  (Yahyav i  e t  a l . ,  2012) .  Segundo  um 
es tudo  e f e tuado  po r  Chen  (2004) ,  sob  o  pon t o  de  v i s ta  nu t r i c iona l ,  
as  ho lo tú r i as  são  um  a l im en t o  i dea l  a  i nc lu i r  nas  d i e tas  dev ido  ao  
s eu  g rande  va lo r  nu t r i t i vo ,  uma vez  q ue  con têm  a l t os  n íve i s  de  
p ro te ínas  e  ba i xos  n íve i s  de  go r du ra ,  do  que  a  ma io r ia  dos  
a l im en t os .  
No  p resen te  es t udo ,  a  pe rcen tagem  de  go r dur a  t o t a l  ob t i d a  
pa ra  Ho lo t hu r ia  f o r s ka l i ,  Ho lo thu r i a  mamm ata  e  St i chopus  r ega l i s  
f o i  ma io r  q ue  pa ra  ou t r as  es péc ies  t r op ic a i s .  Segundo  um  es tudo  
e f e tuado  r ec en t emente  po r  Ayd in  e  s eus  co laboradores  ( 2011) ,  
pa ra  as  es péc ies  ex i s t en tes  no  Ma r  da  Turqu ia ,  i nc l u indo  a  
espéc ie  Ho lo thu r ia  mamm ata ,  os  au to r es  ob t i ve r am par a  es ta  
espéc ie  uma  per cen t agem  de  go rdura  t o t a l  subs t anc ia lmen te  m a is  
ba i xa  que  os  va lo res  ob t idos  no  p resen te  es t udo .  Ta l  f a c to  pode  
s e r  exp l i cado  dev ido  a  va r iações  s azona i s  no  c ompor tam ento  
a l im en t a r  e  va r i ações  g eog rá f i c as  (Chang  –  Lee  e t  a l . ,  1989)  e ,  
s egundo  O zer  e  s eus  co laborador es  ( 2004) ,  os  p roc ess os  de  
manuseament o  t ambém  s ão  pass íve i s  de  a f e ta r  a  c ompos iç ão  
qu ím ica  das  ho lo tú r i as .  Apesar  de  no  es t udo  de  Ayd in  e  seus  
c o labor adores  ( 2011)  não  s e r  re f e r ido  a  época  do  ano  em que  
f o ram  rea l i zadas  as  am os t ragens ,  no  p resen te  es t udo ,  t odas  as  
ho lo t ú r ias  f o ram r ec o lh i das ,  pa ra  es ta  aná l i s e ,  no  pe r íodo  
ou tono / i nve rno .  Com o é  sab ido ,  e  pa r t i c u la rmen te  na  reg ião  de  
Pen i che ,  es ta  é  uma  a l t u r a  de  f o r t e  ag i t aç ão  m ar í t im a ,  pe lo  que  as  
ho lo t ú r ias  t endem  a  re f ug ia r - se  po r  deba i xo  de  r oc has  e  pedras ,  
apenas  sa indo  des t es  re f úg ios  quando  as  cond i ções  mar í t imas  
me lho r am.  As s im ,  es tas  t endem  a  a rmazenar  nos  s eus  c o rpos  a  
go rdura  necessá r ia  às  suas  f unç ões  bás icas ,  da í  uma  poss íve l  
exp l i c aç ão  pa ra  a  d i f e rença  de  r esu l t ados  a lcanç ados .  É  
impor tan te  t ambém r e f e r i r  que ,  r e la t i vam ent e  à  es péc ie  Ho lo thu r ia  
f o r sk a l i  e  Ho lo thu r i a  mammat a ,  es t as  ap resen tam  um  longo  
pe r íodo  de  m atu ração  das  gónadas ,  como  j á  f o i  r e f e r ido .  A  
mat u ração  das  gónadas  ex ige  com por t amentos  met abó l i cos  
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espec í f i c os ,  nomeadam ent e  ao  n ív e l  de  ma io r es  res e r vas  de  
go rdura .  Por  es t e  mot i vo ,  es t e  f a c to  pode  t ambém  te r  con t r ibu ído  
pa ra  os  r es u l t ados  obser vado  e ,  é  impor tan te  t e r  em  a tenç ão  que  
o  Ma r  da  Turqu ia ,  que  e s t á  in t e r l i gado  com  o  Ma r  Med i t e r râneo ,  é  
c a rac te r i zado  po r  água  ca lmas  e  r e l a t i vament e  quen t es  o  ano  
i n t e i ro .  
Re la t i vam ent e  à  es péc ie  St ichopus  r ega l i s ,  não  ex is te  na  
l i t e r a tu r a  nenhum  es tudo  re l a t i vo  à  quan t i f i cação  da  sua  go r dura  
t o t a l .  No  en t an t o ,  um  e s tudo  r ea l i zado  po r  Be tc he l  e  s eus  
c o labor adores  (2012)  pa r a  a  espéc ie  do  A lask a  Paras t i chopus  
c a l i f o r n i cus ,  pe r t encen te  ao  mesm o  g rupo  que  St i chopus  rega l i s  
demons t r ou  que  es t a  poss u iu  um a  pe rcen tagem  de  go rdura  t o ta l  
e l evada .  Os  au to r es  a t r ibu í ram  es ta  e l evada  pe r cen t agem de  
go rdura ,  ao  f a c to  da  poss íve l  p r esenç a  de  c ompos tos  não  
l i p íd i cos ,  como  po r  exem p lo  p igment os  e  h i d ra t os  de  c a rbono  
c omp lexos ,  ass im  c omo  poss íve i s  m o lécu las  l i p íd i c as  ass oc iadas  a  
p ro te ínas ,  sob  a  f o rma  de  l i pop ro te ínas ,  cu j a  metodo l og ia  de  
ex t ração  ap r es en ta  d i f e renç as .  A  exp l i c aç ão  dada  po r  es t es  
au to r es  é  pas s íve l  de  t am bém  es ta r  as soc iada  aos  e l evados  
r esu l t ados  ob t i dos  na  pe rcen tagem de  g o rdura  t o ta l  das  t rês  
espéc ies  em  es tudo ,  t endo  em  con ta  que  Chang  –  Lee  e  seus  
c o labor adores  ( 1989 )  de f i n i r am  um  in te r va lo  ge ra l  de  pe rc en tagem 
de  go rdura  t o ta l  nas  ho lo tú r ias  de  0 . 1  –  0 .9%.  
No  es t udo  r ea l i zado  po r  Per e i ra  e  s eus  co laborador es  
( 2013) ,  a  espéc ie  Ho lo t hu r i a  f o r s ka l i  ( r eco lh ida  na  reg ião  de  
Pen i che)  ap r esen tou  um  c on t eúdo  em  ác ido  p a lm í t i co  (C16 : 0 )  
i n f e r io r  ao  obs ervado  no  p r esen te  es tudo ,  as s im c om o  um 
c on t eúdo  em  ARA também in f e r i o r .  Ta l  d i sc repânc ia  poder á  se r  
exp l i c ada  dev ido  às  d i f e ren t es  a l t u r a  do  ano  em  q ue  oc or r e ram  as  
c ap t u ras .  Re la t i vamente  ao  es tudo  r ea l i zado  po r  Ayd in  e  seus  
c o labor adores  (2011) ,  pa r a  a  espéc ie  Ho lo t hu r i a  mammat a ,  es te  
ap resen tou  um a  pe rcen tagem  t o ta l  de  ác idos  go r dos  s a tu r ados  
i n f e r io r es  à  do  p r esen te  es tudo .  No  en t an t o ,  as  pe rc en tagens  
to t a is  de  ác idos  go r d os  m ono insa t u rados  e  ác idos  go rdos  
po l in sa tu rados ,  pa r a  Ho lo t hu r i a  mammat a  da  c os t a  de  Pen i che ,  
f o ram  i n f e r i o res  ao  ve r i f i cado  po r  Ayd in  e  seus  co labor adores  
( 2011) .  Uma  vez  ma i s  es t as  d isc r epânc ias  de  res u l t ados  podem 
s er  exp l i c adas  pe lo  que  j á  f o i  an te r i o rmen t e  repor t ado  po r  Chan  –  
Lee  e  s eus  co laborador es  ( 1989)  e  po r  O zer  e  s eus  c o laboradores  
( 2004) .  
Segundo  Cr of t  e  seus  c o labor adores  ( 1987) ,  o  a l t o  con teúdo  
em  EPA es t á  assoc iado ,  na  es péc ie  St ic hopus  c h lo rono t us ,  à  
r epa raç ão  de  tec idos ,  dado  que  es te  á c ido  exerc e  a  s ua  f unção  
a t r avés  de  p r os t ag land inas .  No  en t an to ,  uma  vez  que  é  um  ác ido  
go rdo  de  cade ia  l onga ,  não  é  s in te t i zado  na tu r a lmen t e  pe las  
ho lo t ú r ias ,  mas  é  adqu i r ido  po r  es tas  a t ravés  da  a l imen t aç ão  po r  
m ic r oa lgas  p r es en tes  na  c o luna  de  água  e  qu e  s ão  r i cas  em  EPA,  
DHA e  ARA.  Quan to  à  espéc ie  St i chopus  r ega l i s ,  os  resu l t ados  
p res en t es  nes te  es tudo  s ão  s uper i o res  aos  obser vados  po r  W en  e  
s eus  c o labor adores  (2010) ,  pa r a  vá r ias  espéc ies  de  ho lo t ú r ias  
i n c lu indo  a  es péc ie  St ic hopus  he r rmann i ,  pe r t enc en t e  ao  mesmo 
género  que  a  espéc ie  em c ausa .  Segundo  es t e  es t udo ,  a  espéc ie  
S.  he r rmann i ,  ap res en t ou  n íve i s  mu i to  ba i xos  de  EPA,  DHA e  ARA.  
Os  e levados  va lo r es  de  ác ido  a raqu idón i co  p r es en te  nas  t rês  
espéc ies  em  es t udo ,  c ons t i t u i  um  resu l t ado  impor t an te  uma  vez  
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que  es t e  ác ido  é  responsáve l  pe lo  com bat e  a  i núm eras  doenças ,  
c omo  h ipe r t ensão  a r t e r ia l ,  asm a,  c oagu lação  s angu ínea ,  en t re  
ou t ras .  É  po r  es t a  r azão  que  a  es péc ie  St i chopus  c h lo r ono tus  t em 
s i do  la rgam ent e  u t i l i zada  no  t r a tament o  c on t r a  co r t es  e  f e r i das  na  
r eg ião  as iá t i c a  (Lo ,2005) .  
A  r azão  n -3 / n -6  é  um  f a to r  im por t an t e  na  de te rm inação  da  
qua l i dade  l i p íd ic a  (P iggo t  e  Tuck er ,  1990) .  Vár ios  es t udos  c l ín i cos  
t êm  demons t r ado  que  a l t os  va lo res  da  razão  n -3 /n - 6  t êm res u l t ado  
num  aument o  da  p r o teção  con t ra  doenç as  degene ra t i vas  e  
c a rd iovasc u la r es  (Russo ,  2009 ;  Sm i th  e t  a l . ,  2009) .  A lém  d i sso ,  os  
p rodu tos  t r ad ic i ona is  eu r opeus  pa ra  a  a l im en t ação  humana  
apresen tam  um a  razão  n - 3 /n - 6  de  ap rox imadamente  15  a  17 / 1 .  I s to  
é  p r i nc ipa lmen te  dev ido  ao  ba ixo  c onsum o  de  a l im e n t os  
p roven ien t es  do  ma r  e  ao  aumento  do  consum o de  a l imen tos  r i cos  
em  ác idos  go rdos  n - 6 ,  p r oven ien tes  de  ó l eos  vege ta i s .  Como 
c onsequênc ia ,  as  d ie t as  oc iden ta i s  são  de f i c ien t es  em  ác idos  
go rdos  n - 3 ,  pe lo  que  a  Organ i zação  Mund ia l  de  Saúde  (O MS)  
a t ua lm en t e  r ecom enda  o  c onsumo  de  uma  p r oporç ão  equ i l i b r ada  
de  ác idos  go r dos  n -3  e  n - 6 ,  em  que  a  razão  n - 3 /n - 6  não  deve  se r  
s uper io r  a  10  na  d ie t a  (S t ab i l i  e t  a l . ,  2012 .  Segundo  o  re l a tó r i o  da  
FAO  ( 2004) ,  a  razão  n -3 /n - 6  deve  es t a r  en t re  1 :8  e  2 :5 .  As s im ,  
um a  vez  que  as  razões  ob t id as  p a ra  as  t rês  es péc ies  f o ram  de  
0 . 463 ;  0 .483  e  1 . 078 ,  pa r a  Ho lo t hu r i a  f o r s ka l i ,  Ho lo thu r ia  
mamm ata  e  St ichopus  r ega l i s ,  r espe t i vam ent e  e  que  são  
c oncor dan tes  c om o  obser vado  pa ra  ou t ras  es péc ies  t r op i ca is  
(Orazen  e t  a l . ,  2008) ,  é  poss íve l  a f i rm ar  que  es t as  pos suem 
bene f íc i os  pa ra  a  saúde  humana ,  do  pon to  de  v i s ta  nu t r i c i ona l .  
 
 
 
 
Em suma,  es t e  es tudo  pe rm i t iu  ob t e r  va l i os os  c onhec imen tos  
s obr e  o  po t enc ia l  c u l t i vo  em aquacu l t u r a  e  us o  na  b io tecno log ia ,  
das  t r ês  espéc ies  ex i s ten tes  na  cos t a  de  Pen ic he .  A t ravés  do  
es tudo  da  b i o log ia  r ep r odu t i va  das  es péc ies  Ho lo t hu r ia  f o r sk a l i  e  
Ho lo thu r i a  m ammata ,  c ons egu iu - se  pe rceber  q ue  poss ive lmen te  a  
a l t u ra  i dea l  pa ra  a  i ndução  da  pos t u ra  é  nos  m eses  que  an tecedem 
a  p r imavera  e  du ran t e  a  p r imavera  ( f eve r e i ro  –  ab r i l ) .  No  en tan to ,  
há  que  r e f e r i r  que  du r an t e  t odo  o  ano  é  poss íve l  enc on t ra r  
i nd i v íduos  c om a  gónada  m adura .  A  n íve l  das  aná l i s es  
b i o tecno lóg i cas  e f e tuadas ,  es tas  r eve la r am  um a r eduz ida  
c apac idade  an t i ox idan t e  e  an t i bac te r iana  ( há  exceção  da  espéc ie  
Ho lo thu r i a  f o r s ka l i ,  f r ação  d ic lo r omet ano ,  pa ra  S.  au reus )  das  
espéc ies  em  es tudo .  No  en tan to ,  f o r am ob t idos  r esu l t ados  
p rom iss ores  nas  aná l i ses  an t i f úng ic as  rea l i zadas  pa r a  Cand ida  
a l b ic ans ,  com  a s  es péc ies  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i  e  St i chopus  rega l i s ,  
f r ação  m etanó l i c a  a  ap res en t a r em res u l t ados  in t e ress an tes .  
Também  na  capac idade  c i t o tóx i ca ,  impor t an tes  resu l t ados  f o ram 
a l cançados  nas  l i nhas  c e lu la r es  MCF - 7  e  HepG -2 ,  ao  se r  r eve lado  
que  tan to  na  v i ab i l i dade  c e lu la r  c omo  na  p r o l i f e raç ão  c e lu l a r ,  a  
espéc ie  Ho lo thu r ia  f o r sk a l i ,  f r ação  m etanó l i c a ,  demons t r ou  um 
e levado  po t enc ia l .  Po r  ú l t imo ,  a  quan t i f i c ação  da  go rdura  t o ta l ,  
pe r f i l  em ác idos  go rdos  e  a  r azão  n -3 / n -6 ,  demons t r ou  o  po tenc ia l  
das  ho lo tú r i as  em es t udo  pa ra  a  d ie t a  hum ana ,  dados  os  seus  
ba i xos  t eo r es  em  go rdu ra  t o ta l  e  e levadas  pe rc en t agens  em  ác idos  
Discussão e Conclusão 
 
74 
 
gordos  ess enc ia is  ( EPA,  DHA e  ARA)  e  a  r azã o  n - 3 /n - 6  adequada .  
Embo ra  es tes  s e jam  resu l t ados  p r e l im ina res  e  se jam  necessár ios  
ma i s  es tudos ,  es te  t r aba lho  demons t r a  o  g rande  po tenc ia l  das  
ho lo t ú r ias  da  cos ta  de  Pen i che ,  ou t ro ra  desc onhec ido .  
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Os  resu l t ados  ob t idos  nes t e  t r aba lho  exper im en t a l  r eve la ram 
g randes  po t enc ia l idades  das  ho lo t ú r ias  da  cos t a  de  Pen i che ,  t an to  
c omo  um a nova  espéc ie  de  cu l t i vo  em aquacu l t u ra ,  c omo 
exc e len t es  f on tes  de  c ompos t os  b i oa t i vos ,  c om impor tan tes  
ap l i c ações  na  i ndú s t r i a  f a rmac êu t i c a .  No  en tan to ,  es tes  s ão  
apenas  as  p r ime i ras  p is tas ,  pa ra  o  i n íc i o  de  um  longo  t raba lho  de  
i nves t igação .   
Re la t i vam ent e  às  aná l i ses  h is t o lóg i cas  e f e tuadas  s e r ia  
i n t e ressan te  r ea l i za r  apenas  a  b ióps ia  das  gónadas ,  pe rm i t indo  
não  s ó  i den t i f i ca r  c l a ram ente  o  sexo  dos  ind i v íduos ,  como  tam bém 
ev i t a r - se  a  e l evada  m or ta l i dade  obse rvada .  O  mês  de  novembr o  de  
2012  reve lou  se r  um m ês  de  f o r t e  ag i t ação  m ar í t ima ,  o  que  
r esu l t ou  na  l i be r t aç ão  p r ec oc e  das  gónadas ,  po r  pa r t e  da  es péc ie  
Ho lo thu r i a  f o r s ka l i .  Um a  vez  que  é  sab ido  que  es ta  es péc ie  
ap resen ta  um  longo  pe r íodo  de  mat u ração  da  gónada ,  se r ia  
i n t e ressan te  f aze r  um  es tudo  ma is  a l a rgado  de  2  ou  ma i s  anos ,  
pa ra  s e  com provar ,  com  toda  a  c e r teza ,  es ta  t endênc ia  pa r a  a  
popu lação  de  Pen ic he .  
Com  os  resu l t a dos  ob t idos  a t ravés  da  b io l og ia  rep rodu t i va ,  
s e r ia  do  máx imo  in te r es se  ten ta r  f aze r  o  c u l t i vo  das  2  espéc ies  em 
aquac u l t u r a ,  s endo  ig ua lmen te  i n t e ress an t e  ava l ia r  o  e f e i t o  de  
d i e tas  a l im en t a res ,  pa r âmet r os  ab ió t i c os ,  i nduç ão  de  pos tu ra ,  
en t re  ou t r os ,  no  c r esc imen to  e  des envo l v imen to  das  ho lo t ú r ias .  
No  que  d i z  r espe i t o  às  aná l i ses  b io t ec no lóg ic as  e f e tuadas ,  o  
f ac to  de  não  s e  conhec er  com  p r ec is ão  as  mo lécu las  p res en tes  
nas  d i f e ren t es  ho lo tú r i as ,  t o rna  es te  t r aba lho  um  desa f io ,  
ob r igando  à  ap l i caç ão  das  m a is  d i ve rs i f i c adas  t écn i cas  ana l í t i c as ,  
à  med ida  que  se  vão  ob tendo  r esu l t ados .  Uma  vez  que  não  f o ram 
obs er vadas  c apac idades  an t iox i dan tes  s ign i f i ca t i vas ,  e  sabendo  
que  as  ho lo t ú r ias  s ão  expos t as  a  a l t os  n íve i s  de  UV ,  s e r ia  
i n t e ressan te  t es t a r  es ta  c apac idade  pa ra  ou t r as  s ubs tânc ias  com 
p rop r i edades  an t iox i dan t es  j á  conhec idas .  Por  ou t r o  lado ,  
r e l a t i vament e  às  aná l i s es  an t im ic r ob ianas  e f e tuadas ,  s e r ia  
p rovave lmen t e  uma  m a is - va l ia ,  aum ent a r  o  número  de  bac t é r ias  e  
f ungos ,  nomeadamente  aque les  que  são  pa t ogén i cos  pa ra  o  
homem a  f im  de  obs er va r  po tenc ia is  p r op r iedades .   
As  aná l i s es  e f e tuadas  à  capac idade  c i t o tóx i ca  das  ho lo tú r i as  
ap resen ta r am r es u l t ados  bas tan te  p rom issor es .  Ass im ,  se r i a  não  
s ó  in t e res san te  t es t a r  os  mesm os  e fe i t os  pa r a  um  ma io r  núm ero  
de  l i nhas  ce lu l a res ,  c omo  tam bém  e f e tua r  a  ex t r ação  dos  
c ompos tos  b i oa t i vos  com  d i f e ren t es  so l ven tes ,  de  modo  a  pe rc eber  
s e  ex is t e  a lguma  in t e ração .  Tam bém  s erá  de  t odo  uma  ma is - va l ia ,  
i den t i f i c a r  as  m o lécu las  ou  os  c ompos t os  r es ponsáve i s  pe los  
r esu l t ados  a l cançados .   
Por  ú l t imo ,  r e la t i vam ent e  ao  pe r f i l  l i p íd i c o ,  s e r ia  uma  ma is -
va l i a ,  ava l ia r  a  va r i aç ão  s azona l  da  go r dur a  t o ta l  e  pe r f i l  em 
ác idos  go rdos ,  ass im  com o  desc r ever  a  compos i ção  nu t r i c i ona l  ao  
n íve l  das  p ro t e ínas ,  h i d ra t os  de  c a rbono ,  t eo r  em água  e  c i nzas .  
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Des ta  f o rma e  t endo  em con ta  os  resu l t ados  ob t i dos ,  é  
ex t rem ament e  pe r t inen t e  a  con t inu idade  des te  t r aba lho  de  
i nves t igação ,  espec ia lmen t e  no  q ue  d i z  r es pe i t o  à  i den t i f i cação  
das  m o léc u las  b ioa t i vas  e  cu l t i vo  em  aquac u l t u r a .  Es te  se rá  
p rovave lmen t e ,  o  ma io r  desa f i o  f u tu ro ,  m as  tam bém  uma  j ane la  de  
opor t un idades ,  pa ra  desenvo l ve r  t r aba lhos  c ien t í f i cos  r e l evan tes  e  
de  e l evada  qua l idade .   
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Anexos 
 
 
 
 
 
  
Anexo I 
 
 Processamento de Amostras 
 
1. Fixação 
 
- Fixadores: formol tamponado. 
- As peças permanecem no fixador 2 dias. 
 
2. Desidratação e Inclusão em Parafina 
 
Processador de tecidos: a sequência de processamento é a seguinte, de 
acordo com as dimensões das peças: 
 
1- álcool a 30% - 2 a 4 horas 
2- álcool a 50%- 2 a 4 horas 
3- álcool a 70% - 2 a 4 horas 
4- álcool a 96% - 2 a 4 horas 
5- álcool a 100% -  4 a 6 horas 
6- álcool a 100% -  6 a 8 horas 
7 – xilol I – 4 horas 
8 – xilol II (50% xilol + 50% parafina estufa 58º-60º) – 10 horas 
9 – parafina líquida – 12 a 18 horas 
  
A sequência de processamento anterior tem o objectivo de desidratar os 
tecidos passando por uma concentração crescente de alcóois, aclarar os tecidos 
em xilol e incluir a parafina nos tecidos. 
Após a inclusão as peças são incorporadas em blocos de parafina, com 
orientação desejada, com um dispensador de parafina e uma placa fina. 
 
3. Cortes Histológicos 
 
Os cortes dos blocos de parafina são realizados com uma espessura de 8 
micras no micrótomo. Estes cortes são colocados em lâminas limpas. Os cortes 
colocados nas lâminas são esticados com uma camada de água destilada e 
posteriormente são introduzidos na estufa a 37ºC até a coloração ser realizada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Anexo II 
 
 Coloração com Hematoxilina – Eosina 
 
Desparafinação e Re-hidratação I :  
 
1- Histolemon............................5 minutos; 
2- Histolemon............................5 minutos; 
3- Álcool a 100%...................................5 minutos; 
4- Álcool a 100%...................................5 minutos; 
5- Álcool a 85%.....................................5 minutos; 
6- Àlcool a 70%.....................................5 minutos; 
7- Àlcool a 50%.....................................5 minuto; 
8- Água destilada...................................5 minutos.   
  
9 - Hematoxilina de Harris........................5 minutos 
10 - Eosina...............................................3 minutos 
  
Desidratação I: 
 
11- Álcool a 70%........................................1 minuto; 
12- Álcool a 85%.........................................1 minuto 
13- Álcool a 100%.......................................1 minuto; 
14- Álcool a 100%.......................................1 minuto; 
15- Histolemon.............................................5 minutos; 
16- Histolemon................................5 minutos. 
 
  No final do processo anterior procede-se à montagem definitiva das lâminas 
com DPX (Difco) (cola) e deixam-se a secar durante pelo menos 48 horas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Anexo III 
 
 Dados sobre a Agitação Marítima e Temperatura superficial da Água  
 
 
 
 
Figura 32. Dados sobre a Agitação marítima média em Peniche durante o período 
experimental, cedidos pelo Instituto do Mar e da Atmosfera (IPMA). Hmo: altura 
significativa (metros), hmax: altura máxima (metros), hs: altura significativa (zero 
ascendente) (metros).  
 
 
 
 
Figura 33. Dados sobre a Temperatura superficial média da Água do mar da estação da 
Nazaré durante o período experimental, cedidos pelo Instituto do Mar e da Atmosfera 
(IPMA).  
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  Temperatura 
  
Anexo IV 
 
No software do cromatógrafo gasoso foram adicionadas as seguintes condições de 
operação: 
 
1. Forno: 
a. Temperatura inicial: 60ºC durante 1 minuto. 
b. Rampa 1: aumento de 15ºC min-1 até aos 150ºC, manter 1 minuto a essa 
temperatura. 
c. Rampa 2: aumento de 5ºC min-1 até aos 220ºC, manter 10 minutos a essa 
temperatura. 
 
2. Injetor: 
a. Temperatura: 250ºC. 
b. Modo: splitless. 
c. Volume de amostra injetado: 1μL. 
d. Gás de arraste: hélio com um caudal de 1.5mL min-1. 
 
3. Detetor: FID 
a. Temperatura: 260ºC. 
b. Caudal de ar: 350mL min-1. 
c. Caudal de hidrogénio: 355mL min-1. 
 
4. Tempo de análise: 35 minutos. 
 
